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RÉSUMÉ DE THЀSE 
 
Des taux élevés de Lipoprotéines de Haute Densité (HDL) sont considérés comme 
protecteurs dans les pathologies cardiovasculaires et présentent un intérêt thérapeutique 
évident dans la prévention de la resténose, complication majeure des traitements de 
l’athérosclérose. En effet, en plus de leurs effets sur le métabolisme du cholestérol, ces 
lipoprotéines semblent jouer un rôle bénéfique important sur la paroi vasculaire. Ces effets 
peuvent être expliqués, d’une part, par l’effet anti-inflammatoire des HDL, mais également 
par un effet direct de ces lipoprotéines sur l’endothélium. En effet, il a été montré que les 
HDL étaient capables de faire proliférer et migrer les cellules endothéliales et de les protéger 
contre l’apoptose. 
Toutefois, les mécanismes moléculaires mis en jeu dans ces processus restent mal connus 
à l’heure actuelle. Une partie, cependant, semble pouvoir être attribuée à la partie lipidique 
des HDL, capable d’activer les voies de signalisation PI3K/Akt. Toutefois, d’autres études ont 
montré que la partie protéique des HDL était capable de mimer ces effets, suggérant 
l’implication d’autres mécanismes moléculaires.  
Notre équipe s’intéresse depuis plusieurs années au complexe enzymatique membranaire 
F1-ATPase, capable de générer de l’ADP à la surface cellulaire, comme récepteur de haute 
affinité pour l’apolipoprotéine A-I (apoA-I), composante protéique majeure des HDL. Nous 
avons récemment pu montrer que ce complexe était capable d’induire la prolifération et la 
survie des cellules endothéliales en culture.  
Dans ce présent travail, nous nous sommes attachés à déterminer les voies de 
signalisation impliquées dans la prolifération des cellules endothéliales, induite par 
l’activation de l’ecto-F1-ATPase par l’apoA-I libre. 
Mon projet de thèse a permis de déterminer, in vitro, la voie de signalisation mise en jeu 
dans la prolifération des cellules endothéliales (HUVEC). Ainsi, mes travaux ont permis 
d'identifier que l'apoA-I purifiée est capable, de la même manière que les HDL, de stimuler la 
voie PI3K/Akt. De plus, en utilisant un inhibiteur naturel de la F1-ATPase, l’IF1, nous avons 
pu montrer que cette voie est totalement dépendante de la F1-ATPase. D'autre part, nos 
travaux ont révélé un rôle clé de l'isoforme beta des PI3K dans cette voie de signalisation 
conduisant à la prolifération des cellules endothéliales. 
L’ensemble de ces données devrait permettre, non seulement de mieux comprendre les 
mécanismes moléculaires mis en jeu lors de la cicatrisation artérielle, mais également de 
proposer de nouvelles cibles thérapeutiques dans la prévention de l’athérosclérose et de la 
resténose.  
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CHAPITRE 1  
 
L’ENDOTHÉLIUM VASCULAIRE 
EN CONDITIONS 
PHYSIOLOGIQUE ET 
PHYSIOPATHOLOGIQUE 
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I- Le système vasculaire et la fonction endothéliale 
La formation et le maintien du système vasculaire font intervenir deux mécanismes : la 
vasculogénèse et l’angiogenèse. La fonction du système vasculaire est, principalement, 
d’assurer le transport des nutriments et du dioxygène (O2) dans l’organisme. Cette partie sera 
focalisée sur la paroi artérielle et la fonction de l’endothélium dans celle-ci et on observera 
qu’il existe différents types d’artères selon leur localisation dans l’appareil circulatoire [1]. 
 
   I-1. Vasculogénèse et angiogenèse  
 La vasculogénèse se déroule durant l'embryogenèse à partir des ilôts sanguins de la 
vésicule ombilicale grâce à l'expression de facteurs de croissance, en particulier le Fibroblast 
Growth Factor (FGF) et le Vascular Endothelial Growth factor (VEGF). Ces facteurs agissent 
sur des récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK) : VEGFR-1 (FLK-1) et VEGFR-2 (FLT-
1). Ils sont respectivement exprimés sur les cellules mésenchymateuses et les cellules 
endothéliales nouvellement formées et sont essentiels pour la génèse et la prolifération de 
nouvelles cellules endothéliales (Figure 1). 
 
Figure 1 : Représentation schématique des facteurs et des mécanismes entrant en jeu dans la vacsulogénèse se déroulant 
pendant l’embryogénèse. Après la formation des trois  feuillets embryonnaires, le mésoderme sous l’action du FGF va 
induire la formation des ilôts sanguins à partir desquels on obtiendra, d’une part, des cellules souches hématopoïétiques et, 
d’autre part, des angioblastes. Puis sous l’action du VEGF sur le VEGFR2 (des cellules mésenchymateusse en tourant les 
angioblastes) et sur le VEGFR1 (présent sur les angioblastes) va permettre la formation de nouvelles structures tubulaires 
qui donneront les vaisseaux sanguins. FGF : Fibroblaste Growth Factor ; VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor ; 
VEGF-R1 : VEGF receptor 1 (Flk-1) ; VEGF-R2 : VEGF receptor 2 (Flt-1) ; CE : cellule endothéliales. d’après Cines et al, 
Blood, 1998. 
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L'angiogenèse correspond à l'expansion continue de l'arbre vasculaire à partir des 
vaisseaux déjà formés et regroupe trois mécanismes : le maintien des vaisseaux matures, le 
développement des nouveaux vaisseaux et la régression de ceux-ci. De nouveaux facteurs 
entrent en jeu : l’angiopoïétine-1 et 2 (Ang 1 et Ang 2), ils sont produits par les cellules 
mésenchymateuses et se lient au RTK Tie-2 (tek). La balance entre ces nouveaux facteurs et 
ceux qui dirigent la vasculogénèse détermine le mécanisme qui sera mis en place. En effet, 
d’une part le maintien des vaisseaux matures résulte de la présence de l’Ang 1, de l’EGF et du 
Platelet-derived Growth Factor (PDGF) ; D’autre part, la combinaison de l’Ang 2 et du 
VEGF, induit le développement des nouveaux vaisseaux. Enfin, la régression des vaisseaux 
fait suite à la présence VEGF sans Ang 2 (Figure 2) [2]. 
 
Figure 2 : Représentation schématique des différents facteurs et mécanismes mis en jeu pendant l’angiogénèse. Une fois les 
vaisseaux formés, ils vont exprimer un nouveau récepteur Tie 2 ,qui est activé par l’Ang 1 et l’Ang 2 produites par les 
cellules mésenchymateuses sous l’action du TGF-β. La combinaison de l’Ang 1, du PDGF et de l’EGF va permettre le 
maintien des vaisseaux matures. La combinaison du VEGF et de l’Ang 2 permet le développement des vaisseaux et enfin  le 
VEGF seul induit la régression des vaissaeux. Tie 2 : récepteur aux angiopoïétines ; Ang 1 et Ang 2 : angiopoïétines 1 et 2 ; 
TGF- β : Transforming Growth Factor - β ; PDGF : Platelet-Derived Growth Factor ; EGF : Endothelial Growth Factor ; 
VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor. D’après Cines et al, Blood, 1998.   
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   I-2. Structure des artères 
 Les artères sont organisées en trois feuillets concentriques distincts appelés des 
tuniques, qui sont la tunica adventitia, la tunica media et la tunica intima (Figure 3). 
 La tunica adventitia (ou adventice) est la couche la plus externe des vaisseaux. 
L’adventice est très hétérogène car elle contient principalement des fibroblastes adventitiels et 
de la Matrice ExtraCellulaire (MEC), mais aussi des Progéniteurs Cellulaires (PC) vasculaires 
et des nerfs. Dans les artères de grand calibre elle est irriguée par des vasa vasorum. Les 
fibroblastes représentent la composante cellulaire majeure de l’adventice et sont responsables 
en grande partie de la production de MEC [3]. 
 La tunica media (ou media) est séparée de l’adventice par la Limitante Élastique 
Externe (LEE) qui lui sert de support structural. La media est composée de Cellules 
Musculaires Lisses (CML) et de fibres élastiques. Suivant la taille de l’artère, la proportion de 
CML et de fibres élastiques varie. En effet, on compte deux types d’artères : les musculeuses 
et les élastiques. Les artères musculeuses, dans lesquelles la quantité de CML est plus 
importante que celle des fibres élastiques, permettent la distribution du sang à tous les organes 
et tissus. Les artères élastiques, qui ont un rapport inverse, se retrouvent majoritairement 
proches du cœur et des organes. Elles sont associées aux mouvements de grands volumes 
sanguins, leur élasticité permet d’emmagasiner de l’énergie pour un transport du sang à haut 
débit. Leur composition riche en fibres élastiques leur confère une capacité d’adaptation et de 
résistance nécessaires au passage du sang à haut débit, qui sera ensuite redistribué par les 
artères musculeuses [1]. 
 La tunica intima (ou intima) est la couche la plus fine de la paroi vasculaire, 
puisqu’elle est composée d’une monocouche de cellules endothéliales, l’endothélium, et 
repose sur une membrane basale. L’intima est séparée de la media par la Limitante Élastique 
Interne (LEI) permettant au diamètre de l’artère d’être modulé en fonction du contexte. 
L’espace délimité par la membrane basale et la LEI représente l’espace sous-endothélial. 
Celui-ci est constitué de tissu fibro-élastique [1]. 
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Figure 3 : Composition et structure des artères. La paroi artérielle est constituée d’une grande diversité cellulaire organisée 
en couches concentriques, formant l’intima (du côté luminal), la media et l’adventice (côté abluminal). L’intima est 
composée d’une seule couche de cellule endothéliales reposant sur une membrane basale. La media est séparée de l’intima 
par la Limitante elastique Interne (LEI) et de l’adventice par la Limitant Elastique Externe (LEE), elle est composée 
principalement de cellules musculaires lisses. L’adventice est la couche la plus complexe elle est composée majoritairement 
de fibroblastes et de MEC mais aussi de lymphocytes, de progéniteurs cellulaires vasculaires, de cellules dendritiques et 
denerfs  D’après Stenmark et al, Annu Rev Physiol, 2013. 
 
   I-3. La fonction endothéliale 
 Comme il a été décrit précédemment, les artères n’ont pas les mêmes propriétés selon 
leur localisation dans l’appareil circulatoire. Au niveau de la microcirculation, l’endothélium 
joue un rôle de barrière semi-perméable entre le sang et les tissus en permettant le passage 
sélectif de certaines molécules, ce qui participe à l’homéostasie plasmatique de ces 
constituants. A l’inverse, au niveau des artères de gros calibre, l’endothélium doit résister aux 
forces hémodynamiques et maintenir son intégrité. 
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      I-3.1. L’endothélium : une barrière semi-perméable 
         I-3.1.1. Le transport transcellulaire 
Il existe trois types de transport trans-cellulaire : l’endocytose spécifique, l’endocytose 
non spécifique et le transport dépendant de transporteurs. L’endocytose spécifique est dirigée 
par la fixation à son récepteur, au niveau des cavéolae, de la molécule à transporter, ce qui va 
déclencher son internalisation par les vésicules de clathrine. L’endocytose non spécifique est 
appelée endocytose en « phase fluide », elle s’effectue de manière constitutive et sans le 
concours d’un récepteur. Enfin, le dernier type de transport dépend de transporteurs présents 
sur la face luminale et abluminale de la cellule, comme les aquaporines, permettant le 
transport selectif de l’eau au travers des cellules endothéliales. Ces voies de transport sont 
fortement impliquées dans la perméabilité endothéliale, mais peu ou pas dans la stabilité 
structurale de la barrière endothéliale [4].  
 
         I-3.1.2. Les jonctions cellule-cellule et cellule-MEC participent à la 
morphologie de l’endothélium et régulent le transport paracellulaire 
Le passage des molécules par la voie para-cellulaire, comme l’eau ou le glucose, fait 
intervenir les jonctions cellulaires, il est aussi contrôlé dans l’espace interstitiel par les 
interactions des cellules endothéliales avec la MEC. On compte trois types de jonctions : 
les jonctions serrées (ou Tight Junction, TJ), les jonctions adhérentes (ou Adherens Junction, 
AJ) et les jonctions communicantes (ou Gap Junction, GJ). Ces dernières, n’intervenant pas 
dans le transport para-cellulaire, elles ne seront pas décrites en détail. 
Les TJ (Figure 4) représentent près de 20% des complexes de jonctions entre les 
cellules endothéliales et sont composées de Claudines, d’Occludines et de molécules 
d’adhérence jonctionnelle (JAM). Elles s’associent dans l’espace extracellulaire pour former 
les jonctions et elles sont reliées en intracellulaire au cytosquelette d’actine via un complexe 
protéique, formé à partir des Zona Occludens-1 (ZO-1). La densité de TJ est variable tout au 
long de l’arbre vasculaire. Elles sont présentes en grande quantité au niveau des grosses 
artères tandis qu’elles sont en faible nombre au niveau des microcapillaires. Cette différence 
s’explique par la faible possibilité de désassemblage/ré-assemblage de ces jonctions et leur 
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absence est corrélée à l’augmentation du trafic des macromolécules. Cependant, leur rôle 
exact dans le passage para-cellulaire n’est pas encore bien établi [4], [5].  
Les AJ permettent l’adhérence des cellules endothéliales entre elles via l’interaction, 
calcium–dépendante, des Vascular Endothelial-Cadherins (VE-C). Ces glycoprotéines 
transmembranaires assurent le maintien de la barrière endothéliale grâce à leur ancrage au 
cytosquelette d’actine, via des complexes protéiques constitués de Caténines. La 
phosphorylation des VE-C déstabilise les jonctions et augmente la perméabilité endothéliale, 
mais on peut observer que leur état de phosphorylation n’est pas identique suivant leur 
localisation au niveau de l’arbre vasculaire. En effet, Orsenigo et al. ont montré, grâce à 
l’utilisation d’anticorps anti-VE-C que les VE-C étaient phosphorylées sur deux résidus 
tyrosine (Y658 et Y685) dans les veines, mais pas dans les artères. Ceci est corrélé avec un 
taux d’échange plus élevé au niveau des veines par rapport à celui dans les artères [4], [6]. 
  Les GJ, quant à elles, sont des complexes permettant l’échange intercellulaire de 
petites molécules, comme le Ca2+ ou l’IP3. Elles sont constituées de six connexines 
transmembranaires qui se regroupent en connexon et vont se lier à un connexon similaire sur 
une cellule voisine [4].  
Les interactions des cellules endothéliales avec la MEC s’effectuent par 
l’intermédiaire des intégrines. Celles-ci ont pour rôle de renforcer la stabilité de la barrière 
endothéliale et sont aussi des mécanosenseurs (cf. partie I.3.1.3.). Ce sont des protéines 
transmembranaires s’associant en hétérodimère αβ. On dénombre 18 sous-unités α et 8 sous-
unités β, dont l’hétérodimère principal dans l’endothélium est α5β1. Elles sont liées d’un côté 
à la MEC et de l’autre au cytosquelette d’actine. La liaison au cytosquelette s’effectue via un 
complexe multiprotéique contenant notamment la Focal Adhesion Kinase (FAK) et l’Integrin 
Linked Kinase (ILK) [5]. 
La semi-perméabilité de l’endothélium au niveau des microcapillaires est due au 
dynamisme des interactions entre les cellules endothéliales et entre celles-ci et la MEC. Ce 
dynamisme permet le passage de certaines molécules, comme l’urée ou l’eau, mais aussi le 
maintien de l’intégrité de la barrière endothéliale (Figure 4). Les jonctions cellulaires ne sont 
pas les seuls acteurs à intervenir dans le maintien de l’intégrité de la barrière cellulaire : le 
flux sanguin et les forces qui accompagnent son mouvement sont aussi fortement impliquées. 
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Figure 4 : Schéma représentatif des jonctions cellulaires et des interactions cellule-matrice entre les cellules endothéliales. 
Les jonctions sérrées (tight junctions) sont le résultat d’intéraction très fortes entre les occludines, claudines ou les 
molécules d’adhésion jonctionnelles (JAM) de deux cellules endothéliales adjacentes. Ces jonctions sont reliées à l’intérieur 
de la cellules par les Zona Occludens (ZO) qui leur servent d’accroche au cytosquelette d’actine. Les jonctions 
communicantes, (GAP junctions) sont formées par l’association de connexines entre deux cellules. Les jonctions adhérentes 
(adhrens junctions) résultent de l’interaction entre des VE-Cadhérines.Les interactions entre les cellules et la matrice 
ectracellulaire (ECM) se fait par l’intermédiare des intégrines. D’après Metah et Malik, Physiological Review, 2006. 
 
         I-3.1.3. Forces hémodynamiques et intégrité de la barrière endothéliale 
Le flux sanguin exerce une force hémodynamique sur l’endothélium qui n’est pas 
égale en tout point de l’arbre vasculaire. En effet, au niveau des vaisseaux proches du cœur le 
débit sanguin est très fort et donc les vaisseaux sont plus gros et plus résistants. À l’inverse, 
au niveau des microcapillaires, le débit est faible, les échanges intenses et les vaisseaux 
beaucoup plus fins. Le flux sanguin applique donc des contraintes mécaniques variables, 
appelées forces de cisaillement (ou shear stress, SS). Ces forces ont deux composantes : une 
force laminaire parallèle au vaisseau (SS) et une force latérale exercée perpendiculairement 
sur les parois du vaisseau (Tension Stress, TS). La force laminaire est essentielle au maintien 
de la synthèse de monoxyde d’azote (NO) qui est un facteur soluble très important dans la 
protection endothéliale (Cf. partie I-2.3.1.), contrairement au flux oscillatoire, qui est, lui, 
délétère pour la fonction endothéliale [7]. 
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L’endothélium exprime des capteurs mécaniques sensibles aux perturbations du flux 
sanguin (Figure 5 haut gauche). Ces senseurs peuvent être les intégrines, le Platelet 
Endothelial Cell Adhesion Molecule-1 (PECAM-1) ou encore les RTK comme le VEGFR-2 
ou Tie1 par exemple (Figure 5 haut droite) [8]. Ces senseurs captent un signal mécanique et 
déclenchent alors une réponse biologique en aval de leur activation par le SS. Cette réponse 
induit une adaptation des cellules endothéliales par la modulation de leur morphologie et 
permet ainsi le maintien de l’unité du mur artériel (Figure 5 bas). Cette modulation 
morphologique des cellules est principalement due à la relation étroite de ces senseurs avec le 
cytosquelette d’actine, principal élément dirigeant la morphologie des cellules. Le flux 
sanguin influe donc sur la morphologie endothéliale, ce qui a un impact sur la perméabilité 
endothéliale [5]. 
En effet, la régulation de la morphologie par les intégrines est dirigée par l’activation, 
Ca2+/ Calmoduline (CaM)–dépendante, de la Myosin-Light Chain Kinase (MLCK). Dans une 
étude de Goeckelet et al, les auteurs observent que, dans des cellules endothéliales (Human 
Umbilical Venal Endothelial Cell, HUVEC) traitées à la thrombine, la phosphorylation par la 
MLCK de la chaîne légère régulatrice de la Myosine II induit la rétractation cellulaire. Cette 
rétractation provoque la rupture des jonctions cellulaires, les AJ principalement, ce qui a pour 
conséquence de déstabiliser les interactions entre les cellules endothéliales et d’augmenter 
ainsi la perméabilité endothéliale [9]. 
Orsenigo et al, quant à eux, ont montré que les AJ (composées de VE-C) pouvaient 
être modulées par le flux sanguin. En effet, les forces hémodynamiques faibles, comme dans 
les microcapillaires, induisent la phosphorylation des VE-C et déstabilisent les AJ, permettant 
de ce fait l’augmentation du passage de macromolécules. Une force statique ou élevée, 
comme dans les grosses artères, n’implique pas de phosphorylation des VE-C et augmente 
ainsi la stabilité de l’endothélium [5], [6], [10]. 
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Figure 5 : Stress mécanique dû au flux sanguin sur l’arbre vasculaire. En haut à gauche : représentation du flux laminaire 
(laminar flow) et du flux non-laminaire (non laminar flow). Een encart : les forces hémodynamiques appliquées sur l’artère : 
force de cisaillement (SS), pression (P) et force de tension (TS). En haut à droite : Zoom sur les différents mécanosenseurs 
exprimés dans la paroi artérielles. En bas : Zoom sur les mécanismes sous-jacents des différents mécanosenseurs. RCPG : 
récepteurs couplés aux protéines G; PDGFR : récepteur au PDGF ; RTK : récepteur Tyrosine Kinase ; MEC : Matrice 
extracellulaire ; d’après Woo et Baldwin, TCM, 2011 et Zaragoza et al., CurrOpLipid, 2012. 
 
 Nous avons vu dans cette partie les mécanimes mis en place pour le maintien de 
l’intégrité endothéliale dans les artères de gros calibre, ainsi que ceux permettant les échanges 
dans la microvasculature. Les différences du nombre et du type de jonctions permet à chaque 
type d’artère microvasculaire de remplir son rôle, et l’équilibre entre les forces 
hémodynamiques et la modulation de la morphologie cellulaire permet le maintien de l’unité 
du mur artériel. En plus de ces mécanismes, l’endothélium est capable de produire des 
facteurs solubles impliqués dans le maintien de l’intégrité endothéliale, dans la régulation du 
tonus vasculaire (en agissant sur les CML principalement), de l’hémostase et de la 
prolifération des cellules vasculaires. Des facteurs solubles non produits par l’endothélium 
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peuvent aussi intervenir dans ces processus. Ces derniers seront détaillés dans le chapitre 
suivant. 
 
      I-3.2. Facteurs solubles : effets sur la paroi vasculaire et l’hémostase 
 L’endothélium est un élément clé dans la médiation des effets des facteurs solubles, 
produits ou non par celui-ci, sur le tonus vasculaire et l’hémostase. 
Le tonus vasculaire est déterminé par l’état contractile, et quiescent, des CML et 
permet le contrôle du flux sanguin. La régulation du tonus se fait par la production de 
vasodilatateurs (monoxyde d’azote (NO), prostacycline-I2 (PGI2), l’Endothelium-Derived 
Hyperpolarizing Factor (EDHF) et le monoxyde de carbone (CO)) ou de vasoconstricteurs 
(endothéline-1 (ET-1), espèce réactive de l’oxygène (ROS), Thromboxane A2 (TXA2) et le 
système rénine-angiotensine (RAS)). Ces molécules vont agir directement sur les CML, mais 
pas seulement : elles peuvent aussi agir sur les plaquettes. La balance entre vasodilatateurs et 
vasoconstricteurs permet la modulation du tonus vasculaire. [2], [11].  
L’hémostase comprend tous les mécanismes de contrôle des saignements consistant à 
refermer les vaisseaux sanguins endommagés, à maintenir la fluidité sanguine et à éliminer les 
caillots sanguins après restauration de l’intégrité vasculaire. L’endothélium est ainsi fortement 
impliqué dans les processus de coagulation. Ce dernier correspond à l’agrégation plaquettaire 
et intervient suite à l’endommagement de l’endothélium, qui sécrète alors des facteurs pro-
coagulants (TXA2, Facteur de Von Willebrand (FvW), Interleukine-1 (IL-1), Facteur 
Tissulaire (FT)) qui sont généralement des pro-enzymes, clivées pour être actives et qui vont 
directement agir sur les plaquettes [12]. 
 
         I-3.2.1. Le monoxyde d’azote (NO)  
Le NO est un puissant vasodilatateur synthétisé par les NO Synthases (NOS), c’est 
une petite molécule hydrosoluble et liposoluble, ce qui lui permet de diffuser rapidement à 
travers les membranes. Il est très impliqué dans la protection endothéliale car, comme on va le 
décrire plus tard, il agit sur une multitude de systèmes et son absence a des conséquences 
délétères. La cible du NO est la Guanylate Cyclase (GC) qui catalyse la conversion du GTP 
en GMP cyclique (GMPc). Ce dernier a pour cible la Protein Kinase G (PKG) qui est 
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responsable de la relaxation des CML. Le GMPc inhibe aussi la libération de Ca2+ 
intracellulaire et de ce fait inhibe l’activation des plaquettes [2]. 
Il existe trois isoformes de NOS : iNOS, eNOS et nNOS. L’eNOS est l’isoforme 
prédominante dans les cellules endothéliales et s’associe en homodimère pour être active. 
Lorsqu’elle est localisée à la membrane plasmique, elle s’associe à la Cavéoline-1 (Cav-1), ce 
qui l’inactive (Figure 6A). L’eNOS comporte un domaine réductase et un domaine 
oxygénase, ce dernier catalysant l’oxydation de la L-Arginine en L-Citruline, réaction qui 
libère le NO (Figure 6). L’eNOS peut être régulée par l’activation de récepteurs 
extracellulaires en réponse à des agonistes tels que l’ADP extracellulaire, la bradykinine, 
produite par l’endothélium ou par la perturbation de la membrane plasmique. En effet, la 
modification de la composition lipidique de la membrane plasmique créée une perturbation de 
l’environnement des caveolae et induit la rupture de la liaison entre la Cav-1 et l’eNOS [13]. 
 
 
Figure 6 : Représentation schématique de la eNOS et de son activation. Lorsque la eNOS est complexée à la cavéoline (Cav-
1) elle est inactive mais en présence du complexe Ca2+/CaM elle se dissocie de la Cav-1 et devient alors active. 
L’homodimère actif peut alors catalyser l’oxydation de l’arginine (Arg) en citruline (Cit) ce qui induit la production de NO. 
D’après le Brocq et al, Antioxidant & Redox Signaling, 2008. 
 
Le NO est donc un facteur permettant la dilatation des artères en permettant la 
relaxation des CML. Il est aussi impliqué dans l’inhibition de prolifération des CML et dans 
des effets anti-agrégants et anti-inflammatoires (ce dernier sera décrit plus tard car il est 
fortement impliqué dans le développement de l’athérosclérose Cf. partie II-2.2). Le NO peut 
aussi agir en synergie avec un autre vasodilatateur, la PGI2, sur l’activation des plaquettes 
(Figure 7). 
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         I-3.2.2. La prostacycline I2 (PGI2) 
 La PGI2 est un produit du métabolisme de l’acide arachidonique faisant intervenir la 
Cyclooxygénase-1 (COX-1) et les PGI synthases (COX-2), il est synthétisé par l’endothélium 
(Figure 8) [13]. On trouve aussi dans ce métabolisme le Thromboxane A2 (TXA2) qui est, lui, 
un vasoconstricteur produit dans les plaquettes à partir de l’intermédiaire PGH2. Comme le 
NO, la PGI2 est un vasodilatateur mais qui agit par une voie de signalisation différente. En 
effet, elle se fixe au récepteur IP qui est un RCPG couplé Gαs et active donc l’Adénylate 
Cyclase (AC) qui est responsable de la production d’AMPc. L’AMPc active à son tour la 
Protein Kinase A (PKA) et induit ainsi la relaxation des CML [14].  
 
 
Figure 7 : Régulation de l’activation par le NO et la PGI2 des plaquettes. Le NO active la guanylate cyclase (GC) et 
provoque ainsi l’augmentation de la concentration intracellulaire de GMP cyclique (GMPc). En parallèle, la PGI2 via son 
récepteur active l’Adénylate Cyclase (AC) et provoque ainsi l’augmentation de la concentration intracellulaire de AMP 
cyclique (AMPc). L’AMPc et la GMPc bloquent la libération de Ca2+ et de ce fait l’activation plaquettaire. D’après Kirkby 
et al, PNAS, 2013          
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Figure 8: Voie de synthèse de la prostacycline I2 (PGI2) et du thromboxane A2 (TXA2). La phospholipase A2 (PLA2) permet 
avec le concours du complexe Ca2
+/CaM  la formation de l’acide arachidonique. La Cyclooxygénase-1 (COX-1) catalyse la 
formation de la prostaglandine H2 (PGH2). L’action de la thromboxane synthase induit la formation du TXA2 et celle de la 
prostacycline I2 synthase (COX-2) induit la formation de PGI2. D’après Le Brocq et al., Antioxidant & Redox Signaling, 
2008. 
 
         I-3.2.3. L’Endothelium-Derived Hyperpolarizing Factor (EDHF) et le 
monoxyde de carbone (CO) 
Récemment, ont été mis en évidence de nouveaux facteurs aux propriétés 
vasodilatatrices : l’EDHF et le CO. L’EDHF n’a pas encore été complètement caractérisé et il 
semblerait qu’il représente une combinaison de plusieurs facteurs plutôt qu’un facteur seul 
[13]. Le CO est, étonnamment, un vasodilatateur, il est surtout connu pour son action de 
blocage irréversible de l’hème de l’hémoglobine et donc pour sa toxicité. Il est généré par la 
conversion de la biliverdine par l’Hème Oxygénase-1 (HO-1) et possède aussi un effet anti-
prolifératif sur les CML ainsi qu’un effet inhibiteur de l’adhérence plaquettaire [15].  
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         I-3.2.4. L’endothéline-1 (ET-1)  
 L’ET-1 est, parmi les trois isoformes de l’Endothéline, celle qui est majoritairement 
synthétisée dans les cellules endothéliales. Le peptide mature fait 21 acides aminés et le 
promoteur du gène qui le code est sous le contrôle de stimuli tels que l’hypoxie, la thrombine 
ou le glucose. L’ET-1 est le résultat de clivages successifs de la préproET-1 nucléaire, qui est 
exportée dans le cytoplasme sous forme de préET-1. La préET-1 est ensuite clivée par la 
Furin-Like Endopeptidase donnant ainsi la Big ET-1. Celle-ci donnera ensuite l’ET-1 sous 
l’action de l’Endothelin-Converting Enzyme (ECE). En activant ses récepteurs ETA et ETB, 
l’ET-1 induit une libération de Ca2+ intracellulaire qui va pouvoir s’associer à la CaM 
(Ca2+/CaM) et induire la phosphorylation de la MLCK, induisant la contraction des CML 
[13], [16]. 
 
         I-3.2.5. Les espèces réactives dérivées de l’Oxygène (ROS)   
Les ROS sont des molécules présentant des électrons libres instables et très nocifs 
dont l’anion superoxyde (O2
-) est le précurseur. La synthèse d’O2
- provient principalement de 
deux réactions enzymatiques dirigées par la Xanthine Oxydase et par la Nicotinamide 
Adenine Dinucleotide Phosphate (NADPH) oxydase. En effet, les conversions respectives de 
la xanthine en acide urique et duNADPH en NADP+, induisent la formation d’O2
-, pouvant 
intervenir dans des réactions d’oxydo-réduction. La superoxyde dismutase (SOD) permet, 
quant à elle, à partir de l’O2
-, la formation de H2O2, qui est un agent oxydant. L’anion 
superoxyde peut interagir avec le NO, ce qui va, d’une part, en diminuer la biodisponibilité et, 
d’autre part, former le péroxynitrite (ONOO-)(Figure 9). Ce dernier est un puissant oxydant 
qui inhibe l’eNOS et les PGIS, diminuant ainsi la vasodilatation. Il inhibe aussi les canaux 
Ca2+ et K+ contribuant ainsi à diminuer la dilatation des CML. Tous ces mécanismes 
expliquent les effets vasoconstricteurs des ROS, principalement dus à leur fort pouvoir 
d’oxydation [13].  
Ils peuvent aussi jouer sur l’expression des molécules d’adhérence dépendant de 
l’expression du Nuclear Factor κB (NF-κB). En effet, ce régulateur génique est inhibé quand 
il est couplé à son inhibiteur IκB, L’activation de NF-κB s’effectue par la modification d’IκB, 
c’est-à-dire son oxydation par H2O2 [17]. NF-κB  joue un rôle central dans la réponse 
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inflammatoire et participe à l’activation de l’endothélium. Les ROS ont donc des effets 
vasoconstricteurs, mais aussi fortement oxydatifs et inflammatoires. 
 
 
Figure 9 : Production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS). Le précuseur des ROS est l’anion superoxyde (O2
-) formé à 
partir de dioxygène (O2) par la xanthine oxydase, les cyclooxygénase (COX) ou du NADPH.  En se combinant avec le 
monoxyde d’azote (NO) il donnera le péroxynitrite (ONOO-) ou le péroxyde d’hydrogène (H2O2). L’ H2O2 peut former le 
radical hydroxyl-(OH-) et sous l’action de catalases il donnera de l’eau et de l’oxygène. Ces ROS sont à l’origine de 
réactions d’oxydation ou d’oxydation-réduction.  
 
         I-3.2.6. Le Système Rénine-Angiotensine (RAS)  
Le Système Rénine-Angiotensine (RAS) permet la formation de l’Angiotensine II 
(Ang II) au niveau des cellules endothéliales, suite à une cascade de réactions protéolytiques 
(Figure 10). Ce système joue un rôle central dans le contrôle du volume et la pression 
sanguine. En effet, l’Ang II est la molécule effectrice de ce système et agit en se liant à son 
récepteur, le récepteur angiotensine II de type 1 (AT1R). Ce récepteur est présent sur les CML 
mais aussi sur l’endothélium. 
Sur les CML, cette liaison permet l’augmentation de la concentration de calcium libre 
intracellulaire et induit la contraction des CML. En effet, l’augmentation de calcium 
intracellulaire active la phospholipase C, la production d’inositol triphosphate (IP3) et de 
diacylglycérol (DAG), l’activation de la protéine kinase C et enfin la phosphorylation de la 
MLCK, menant à la contraction des CML. Sur l’endothélium l’Ang II induit la production de 
ET-1 et l’activation de PLA2 permettant la libération du NO et de la PGI2. L’Ang II est donc 
régulée par un rétrocontrôle négatif par son action sur l’endothélium [13].  
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Ce système est aussi capable d’augmenter la prolifération des CML, de même que leur 
vasoconstriction, via les voies de prolifération dépendantes de la protéine kinase c-Src, Ras, 
p38 Mitogen Activated Protein Kinase (p38MAPK) notamment. L’Ang II induit également 
une vasoconstriction via Rho kinase (ROCK), ce qui augmente la sensibilité de la chaîne 
légère de la myosine (MLC) au Ca2+. La prolifération et l'inflammation interagissent avec la 
vasoconstriction et contribuent au remodelage artériel [18]. 
 
 
 
Figure 10 : Le Système Rénine-Angiotensine (RAS). L’angiotensinogène est synthétisé dans le foie et sécrété dans le sang. Au 
niveau du rein, la rénine le clive pour produire l’Ang I et l’Angiotensine Converting Enzyme (ACE), dans le poumon ou les 
cellules endothéliales, va pourvoir le convertir en Ang II. L’Ang II se lie sur l’AT1R pour induire une contraction des CML 
via l’augmentation de la concentration intracellulaire du Ca2+. PLC : phospholipase C ; DAG : diacyldlycérol ; MLCK : 
Myosin Light chain kinase ; CML : cellule musculaire lisse. 
 
      I-3.3. Interaction avec les constituants cellulaires du sang 
 Dans des conditions physiologiques, l’endothélium n’interagit que peu ou pas avec les 
composants du sang, tels que les plaquettes ou les leucocytes circulants [13]. Ces interactions, 
qui ont lieu dans un contexte pathologique seront discutées dans la partie II-2. 
 
40 
 
II- L’endothélium dans l’athérosclérose et ses complications  
   II-1. Généralités sur l’athérosclérose, une maladie cardiovasculaire de premier plan 
 Les maladies cardiovasculaires (CVD), et principalement l’athérosclérose, sont la 
première cause de mortalité et de morbidité dans les pays industrialisés. L’athérosclérose est 
une maladie multifactorielle inflammatoire et chronique, affectant les artères de moyen et gros 
calibre. Les facteurs de risque de cette pathologie ont été identifiés : l’âge, le sexe, le 
tabagisme et le diabète. Ces facteurs peuvent être aggravés si le patient présente, en plus, un 
des facteurs suivants : hypertension, dyslipidémie ou hypercystéinémie [19], [20]. Les 
facteurs de risque sont des stimuli chroniques exercés sur la paroi vasculaire et sont 
notamment délétères au niveau de l’endothélium, ce qui entraîne la dysfonction endothéliale. 
La dysfonction endothéliale correspond à l’augmentation de la perméabilité de 
l’endothélium dans les artères de gros calibre et à la diminution de la production ou de 
la biodisponibilité du NO [21]. La dysfonction endothéliale est l'un des premiers signes 
reconnaissables du développement de l’athérosclérose et est présente longtemps avant que les 
conséquences dévastatrices, telles que l’angine de poitrine ou l’infarctus du myocarde, de 
l'athérosclérose apparaissent. La dysfonction endothéliale a été rapportée en relation avec la 
plupart, sinon la totalité, des facteurs de risque de l'athérosclérose (cités plus haut) [22]. Cette 
dysfonction entraîne l’internalisation des lipoprotéines de basse densité (Low Density 
Lipoprotein, LDL) dans l’espace sous-endothélial où elles seront oxydées (LDLox) par les 
cellules endothéliales.  
L’endothélium exprime alors des molécules d’adhérence aux leucocytes : on dit que 
l’endothélium est activé. L’expression de ces molécules d’adhérence va, dans un premier 
temps, avoir pour conséquence le recrutement des leucocytes (monocytes, neutrophiles, 
lymphocytes et cellules dentritiques). Et dans un second temps, les monocytes vont se 
localiser dans l’espace sous-endothélial et sécréter des cytokines inflammatoires, entretenant 
le recrutement des leucocytes. Les cytokines sécrétées par les leucocytes sont à l’origine de la 
migration des CML de la media vers l’intima. En parallèle, les LDLox s’accumulent dans 
l’intima et/ou sont captées par les monocytes différenciés en macrophages. Ces dépôts de 
lipides et les corps nécrotiques forment la lésion précoce qui est désignée sous le nom de strie 
lipidique [23], [24]. Les macrophages chargés en LDLox, devenus des cellules spumeuses, 
vont s’accumuler pour fomer le cœur lipidique de la plaque d’athérome, cette formation est 
complétée par la formation d’une chape fibreuse autour du cœur lipidique qui est constituée 
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des CML ayant migré (Figure 11) [20]. La diminution du diamètre de l’artère, due à la 
formation de la plaque d’athérome, provoque une augmentation de la tension artérielle. De 
plus, plus la chape fibreuse est fine, plus elle présente le risque de se rompre et de provoquer 
la formation d’un thrombus. 
 
 
 
Figure 11 : Initiation et développement de l’athérosclérose. L’initiation de l’athérosclérose est induite suite au stress 
chronique dû aux facteurs de risque induisant la dysfonction endothéliale. Le développement de l’athérosclérose se poursuit 
par l’internalisation des LDL qui seront oxydées par les cellules endothéliales dans l’espace sous-endothélial. Elles seront 
ensuite captées par les monocytes différenciés en macrophages, recrutés au site de l’inflammation par l’expression des 
molécules d’adhérence à la surface endothéliale. L’accumulation des cellules spumeuses forme le cœur lipidique qui va être 
entouré des CML ayant migré, et formant la chape fibreuse. 
 
 On remarque que l’endothélium est la première ligne de défense contre les facteurs 
extérieurs et qu’il est donc un des acteurs principaux dans l’initiation de l’athérosclérose. La 
prochaine partie se focalisera sur l’implication de l’endothélium dans l’athérosclérose et 
notamment sur la dysfonction et l’activation endothéliales.  
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   II-2. L’endothélium dans l’athérosclérose  
      II-2.1. Initiation de l’athérosclérose : la dysfonction endothéliale 
L’athérosclérose touche principalement les artères de moyen et gros calibre. En effet, 
comme on peut le voir sur la figure 12, l’athérosclérose se développe préférentiellement aux 
embranchements de ces artères, c’est-à-dire aux endroits où le flux n’est plus laminaire [25] 
(Figure 12).  
 
 
 
 
Figure 12 : L’athérosclérose se developpe principalement aux 
branchements et aux courbures artériels. En bleu les zones principalement 
atteintes par l’athérosclérose. 1 : Sinus aortique; 2 : Aorte ascendante; 3 : 
Courbure interne de l’arc aortique; 4 : Courbure externe de l’arc aortique; 
5 : Artère inominnée; 6 : Artère carotide commune droite; 7 : Artère 
carotide commune gauche; 8 : Artère sous-clavière gauche; 9 : Aorte 
thoracique; 10 : Aorte rénale; 11 : Aorte abdominale; 12 : Artère iliaque. 
D’après Chiu J and Chien S, Physiol Rev, 2011. 
 
 
De plus, Cheng et al ont montré grâce à un 
modèle murin, sur lequel ils ont modifié le flux dans 
l’artère carotide en posant un collet, que les zones 
présentant un flux oscillatoire étaient les seules zones à 
développer des plaques athéromateuses. En effet, que le 
flux soit fort ou faible, s’il est oscillatoire (tourbillons) 
on observe la formation des plaques, s’il est laminaire, 
la formation de plaque est très faible en comparaison [7] 
(Figure 13).  
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Figure 13 : Représentation schématique des contraintes de cisaillement induites par la pose d’un collet sur l’artère carotide. 
À droite : un segment d'une artère carotide de souris sans collet avec un flux laminaire non perturbé (indiqué par des flèches 
parallèles). À gauche, une artère carotide de souris avec le collet et les différents flux résultants de la pose du collet : en 
amont du collet = la contrainte de cisaillement est relativement faible (par rapport au contrôle, et est représentée par des 
flèches parrallèles) ; au niveau du collet = augmentation de la contrainte de cisaillement (de relativement faible (≈10 N/m2) 
à relativement haute (≈25N/m2) et représenté par des flèches non parallèles) en raison de la forme conique du collet ; et en 
aval du collet,  la contrainte de cisaillement est oscillatoire est moyenne (≈14N/m2 et jusqu’à ≈60N/m2) et le flux est 
oscillatoire (représenté par des vortex). D’après Cheng et al, Circulation, 2006. 
 
            II-2.1.1. Le vieillissement artériel 
Avec l’âge, on observe une modification morphologique généralisée de l’arbre 
vasculaire, ce qui caractérise le vieillissement artériel. C’est une cause naturelle de 
l’athérosclérose en même temps que sa cause principale. Il se caractérise par un remodelage 
de l’artère, correspondant à une augmentation de la lumière mais en même temps à une 
augmentation de l’épaisseur de la média et de l’intima menant souvent à de l’hypertension. Ce 
remodelage se traduit par une rigidité vasculaire principalement due à un défaut dans la 
balance entre la production de vasodilatateurs et de vasoconstricteurs et diminue la capacité 
de transport efficace du sang [26].  
En effet, avec l’âge la biodisponibilité du NO diminue tandis que la production de 
vasconstricteurs, ET-1 ou Ang II, reste la même. La diminution de la biodisponibilité de NO 
peut être due à la déficience en L-Arginine (substrat de la eNOS), à une augmentation 
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d’inhibiteur de la eNOS, l’Asymétrique DiMéthyl-L-Arginine (ADMA) ou encore à un excès 
de formation d’anions superoxydes, qui inactivent de ce fait le NO. Les vasoconstricteurs se 
retrouvent donc en plus grande quantité et font pencher la balance durablement, en maintenant 
une certaine rigidité vasculaire due à la contraction excessive des CML [26], [27].  
La rigidité vasculaire est accentuée par la modification de la composition de la MEC 
(variation du ratio collagéne/élastine) et avec la présence de CML dans l’espace sous-
endothélial. Les nouvelles contraintes environnementales (défaut dans la balance entre 
vasodilatateurs et vasoconstricteurs) excercées sur les CML induisent leur changement 
phénotypique. En effet, elles passent d’un phénotype contractile à un phénotype prolifératif et 
synthétique. Les CML vont alors migrer de la media vers l’intima, ce est possible du fait de la 
production de métalloprotéases, les Matrix MetalloProteases (MMP), MMP-2 et MMP-9, qui 
sont des collagénases/gélatinases de type IV. Les MMP permettent la migration des CML en 
dégradant les fibres élastiques qui vont ainsi faciliter le passage des cellules mais aussi induire 
la production de peptides dérivés de l’élastine et vont ainsi modifier la composition de la 
MEC. On observe aussi en parallèle une diminution forte dans la capacité de régénération 
cellulaire de l’endothélium. Tous ces processus mènent à l’artériosclérose (épaississement et 
rigidification de la paroi vasculaire) qui est retrouvée sur tout l’arbre vasculaire contrairement 
à l’athérosclérose qui est très localisée, mais dont les mécanismes sont très similaires. L’âge, 
qui peut être associé à d’autres facteurs de risque, est donc un facteur important dans le 
développement de l’athérosclérose, d’où la plus forte proportion de CVD chez les personnes 
de plus de 65 ans [26]–[28]. 
 
            II-2.1.2. L’hypertension 
L’hypertension est une élévation de la pression sanguine qui est dite « essentielle » 
lorsque la cause est inconnue. Elle peut aussi être dite « secondaire » lorsqu’elle est une 
conséquence d’une autre pathologie (une tumeur, une ischémie ou encore une affection 
rénale). En effet, ces trois pathologies ont en commun un remodelage des vaisseaux 
caractérisé par une augmentation de l’épaisseur de la media des artères de petite taille. Ceci a 
pour conséquence la perturbation du flux sanguin, une augmentation de la tension artérielle 
souvent associée à l’apparition d’un flux oscillatoire [18].   
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L’endothélium étant très sensible au changement du flux sanguin le changement 
chronique induit par l’hypertension aura des répercussions délétères sur l’endothélium. En 
effet, le flux oscillatoire est à l’origine d’un état de stress oxydatif qui diminue la 
biodisponibilité du NO. Il a été montré chez des rats hypertendus une augmentation de 
l’expression génique de la COX-2, ainsi que de NAD(P)H) oxydase, et une surproduction des 
espèces réactives de l’oxygène, O2
- et H2O2. Les ROS produits par la COX-2 sont connus 
pour activer des voies de signalisation endothéliales menant, notamment, à l’expression de 
molécules d’adhérence, telles qu’ICAM-1. Celle-ci est fortement impliquée dans l’activation 
endothéliale décrite partie II-2.2. La NADPH, quant à elle, diminue la biodisponibilité du NO 
en formant des anions superoxydes (O2
-) qui vont séquestrer le NO et donc en diminuer les 
effets protecteurs [29]–[31]. De plus, l’hypertension active le RAS qui, comme il a été décrit 
précédemment est responsable du remodelage artériel et conduit à l’augmentation de la 
tension artérielle, via la vasoconstriction, entretenant ainsi un rétrocontrôle positif sur les 
effets délétères de l’hypertension sur l’endothélium [18]. 
 
            II-2.1.3. Hyperhomocystéinémie et hypercholestérolémie  
L’hyperhomocystéinémie (HHcy) et l’hypercholestérolémie sont définies par une 
concentration plasmatique élevée d’homocystéine ou de cholestérol (LDL), respectivement. 
Elles se caractérisent aussi par une augmentation de la synthèse de l’ADMA. 
L’homocystéine (Hcy) est un acide aminé contenant du soufre, qui est formé au cours 
du métabolisme de de la Méthionine. Les concentrations plasmatiques totales de Hcy sont 
souvent élevées chez les personnes âgées, généralement causée par une carence en acide 
folique cyanocobalamine (vitamine B12) ou de phosphate de pyridoxal (vitamine B6). Cela 
entraîne une accumulation secondaire d’ADMA, car l’Hcy inhibe la Dimethylarginine 
DimethylAmino Hydrolase (DDAH) qui est l’enzyme permettant la métabolisation de 
l’ADMA en L-Citrulline et Diméthylamine (Figure 14) [32]. 
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Figure 14 : Schéma des voies métaboliques impliquées dans la synthèse de l’homocystéine (Hcy) et de l’asymetric dimethyl-
L-Arginine (ADMA). VB12 : Vitamine B12 ; VB6 : Vitamine B6 ; DDAH : Dimethylarginine DimethylAmino Hydrolase. 
 
Dans le cas de l’hypercholestérolémie, l’augmentation plasmatique de la 
concentration en LDL et celle de la concentration plasmatique de l’ADMA sont corrélées. Les 
ROS produits suite à la forte concentration en LDL, notamment l’O2
-, inhibent la DDAH et 
participent à l’accumulation de l’ADMA et l’inhibition de la eNOS. De même, on observe 
une forte augmentation de l’oxydation des LDL [33]. 
L’ADMA est un composé entrant en compétition avec la L-Arginine sur l’eNOS, 
provoquant son découplage et diminuant ainsi la production de NO. L’ADMA induit aussi 
une augmentation du taux d’O2
- pouvant séquestrer le NO sous forme de ONOO-, diminuant 
encore plus sa biodisponibilité et augmentant la production de ROS. Celle-ci a pour principal 
effet délétère l’oxydation des LDL (LDLox qui sont aussi en plus grande concentration) et qui 
activent la synthèse d’ADMA. De nombreux autres effets sont attribués aux ROS, comme par 
exemple activer NF-κB qui va donc induire l’expression de molécules d’adhérence en surface 
des cellules endothéliales (et donc l’activation de l’endothélium). On constate aussi que les 
ROS peuvent activer les MMP et induire un remodelage de la MEC augmentant la 
perméabilité endothéliale et de ce fait la dysfonction endothéliale [21], [34], [35]. 
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      II-2.2. Inflammation : l’activation endothéliale et le développement de l’athérosclérose 
 A plusieurs reprises on a pu constater que la dysfonction endothéliale avait pour 
conséquence l’expression de molécules d’adhérence aux leucocytes : ce processus est nommé 
l’activation endothéliale. Dans un contexte physiopathologique l’endothélium va donc 
pouvoir interagir avec les composants cellulaires du sang et notamment avec les leucocytes, 
par l'intermédiaire de ces molécules d’adhérences, que sont l’InterCellular Adhesion 
Molecule-1 (ICAM-1), la Vascular Cell Adesion Molecule-1 (VCAM-1) et les Sélectines (P- 
et L-). L’expression de ces molécules est régulée par le facteur de transcription NF-κB, mais 
peuvent aussi être positivement régulées par certaines cytokines : Tumor Necrosis Factor-α 
(TNF-α) ou l’Interleukine-1 (IL-1) et sont exprimées séquentiellement en fonction du gradient 
de cytokines [36]. En effet, la P-Sélectine exprimée en premier et suivie de l’expression de la 
E-Sélectine, permettent le ralentissement des leucocytes à la surface. Puis les intégrines 
(ICAM-1 et VCAM-1) servent d’accroche plus ferme des leucocytes aux cellules 
endothéliales permettant cette fois leur arrêt sur la cellule. Une fois recrutés, les leucocytes 
vont pouvoir s’infiltrer dans l’espace sous-endothélial par diapédèse y sécrétant des cytokines, 
ils vont maintenir le recrutement des leucocytes au site de la lésion (Figure 15).  
 Ce processus aura pour conséquence d’augmenter la réponse inflammatoire et 
l’infiltration des monocytes, qui vont se différencier en macrophages, dans l’espace sous-
endothélial. Les macrophages, grâce à leur récepteurs scavengers, vont capter les LDLox 
infiltrées elles aussi dans l’espace sous-endothélial suite à la dysfonction endothéliale. Les 
cellules spumeuses ainsi formées vont s’accumuler et participer à la formation de la plaque 
d’athérome [20]. 
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Figure 15 : Recrutement des leucocytes au niveau de l’endothélium activé. L’expression à la surface des cellules 
endothéliales de la P-Sélectine est la première étape dans le recrutement des leucocytes (1). L’E-Sélectine va, dans un 
second temps, créer une liaison faible qui va induire une attache temporaire des leucocytes à la cellule, le leucocyte va alors 
« rouler » en s’attachant et se détachant de la sélectine (2). L’expression des sélectines combinée à la signalisation 
chimiotactique (induite par la sécrétion des leucocytes déjà présents au site de l’inflammation) va induire l’expression des 
Intégrines ICAM-1 et VCAM-1. Leur rôle est de ralentir (3) puis d’arréter (4) les leucocytes à la surface cellulaire avant leur 
adhérence ferme (5) et leur transmigration dans l’espace sous-endothélial (6). 
 
Une étude a permis de comparer les concentrations des formes solubles de molécules 
d'adhérence chez des patients présentant des plaques symptomatiques, c’est-à-dire ayant 
développé une manifestation clinique de maladie coronarienne (CAD). Cette étude a été faite 
auprès de 128 patients répartis en trois groupes : ceux ayant fait un infarctus du myocarde, 
ceux présentant une angine de poitrine instable et ceux présentant une angine de poitrine 
stable. Ces trois groupes ont été comparés à des individus sains quant à la concentration des 
marqueurs solubles suivants : P-Selectine, E-Selectine, ICAM-1 et VCAM-1. Des niveaux 
accrus de VCAM-1 et ICAM-1, E-sélectine et la P-sélectine, ont montré l'association des 
processus inflammatoires dans le développement de l'athérosclérose et de l'expression 
clinique de la CAD. Les concentrations de ICAM-1, VCAM-1, E-sélectine et la P-sélectine 
solubles sont des indicateurs utiles, de la présence de l'athérosclérose et la gravité de la 
présentation clinique de la CAD [37]. 
Au terme de cette partie, on constate que les facteurs de risque pour le développement 
de la dysfonction endothéliale ont des points communs, menant majoritairement à la 
diminution de la production ou de la biodisponibilité du NO et à l’augmentation du stress 
oxydatif. On retiendra particulièrement les mécanismes menant à la production de ROS qui, 
d’une part, diminuent la biodisponibilité du NO, avec notamment l’anion superoxyde 
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réagissant avec le NO, et d’autre part, permettent l’augmentation de l’ADMA, inhibiteur de la 
eNOS. A cela il faut aussi rajouter leurs rôles évidents dans l’augmentation du stress oxydatif, 
ainsi que dans la perméabilité endothéliale.  
On notera aussi les conséquences de la diminution du NO qui sont l’augmentation de 
la vasoconstriction menant dans certains cas à un remodelage des artères et à une perte 
d’efficacité du transport du sang par les artères de gros calibre. De plus, on observe une 
augmentation de l’expression des molécules d’adhérence qui sont à l’origine du recrutement 
des leucocytes et donc des processus inflammatoires (Figure 16).  
 
 
 
Figure 16 : Schéma récapitulatif de l’influence des facteurs de risque sur l’endothélium. L’ensemble des facteurs de risque a 
des influences particulières qui peuvent s’additionner, accentuant la dysfonction endothéliales et /ou l’activation 
endothéliale. La dysfonction et l’activation endothéliale peuvent s’influencer mutuellement entrenant les effets délétères sur 
l’endothélium.  CML : cellule musculaire lisse ; MMP : matrix metalloprotéase ; CAD : maladie artérielle coronarienne. 
 
La prévention de la dysfonction endothéliale apparaît donc comme une stratégie 
thérapeutique de choix contre la formation des plaques d’athérome. Cependant, il n’est pas 
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toujours évident de détecter la formation de la plaque avant la manifestation clinique des 
symptômes associés (CAD). Nous verrons donc dans la partie suivante le traitement des 
plaques symptomatiques, et le rôle de l’endothélium dans les complications de ce traitement, 
et ensuite les approches pharmacologiques dans la prévention de la formation de la plaque. 
 
   II-3. L’endothélium et les traitements de l’athérosclérose 
      II-3.1. L’angioplastie, traitement de prédilection des plaques symptomatiques 
 La plaque symptomatique se définit par la manifestation clinique d’une CAD chez un 
individu. Dans certains cas on observe la rupture de la plaque et la formation d’un thrombus,  
on parle de maladies coronariennes occlusives. L’angioplastie est une intervention percutanée 
consistant à introduire un cathéter pourvu d’un ballonnet à son extrémité au niveau de la 
plaque et à gonfler le ballonnet pour écraser la plaque, ce qui a pour conséquences de rétablir 
le diamètre du vaisseau (Figure 17). L’angioplastie est suivie, dans 90% des cas, d’une pose 
de stent (s’apparentant à un ressort métallique) pour éviter un retour élastique du vaisseau. 
Cependant, dans certains cas (environ 20%) on observe une complication suite à 
l’angioplastie : la resténose [38]. 
 
 
 
Figure 17 : Angioplastie percutanée avec ou sans pose de stent. A) Représentation d’une plaque athéromateuse ; B) Insertion 
du cathéter muni d’un ballonnet dans l’artère atteinte ; C) Le ballonnet est gonflé et le stent se trouve autour ; D) Pose du 
stent, le diamètre de l’artère est rétabli. 
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      II-3.1.1. L endothélium dans les complications de la pose de stent 
 La resténose est la manifestation angiographique d’un épaississement de l’intima, ou 
hyperplasie intimale, qui provoque la diminution de 50 %, au moins, de la lumière artérielle. 
L’hyperplasie intimale se fait de manière luminale au stent et la néointima ainsi formée est 
essentiellement composée de CML. La fréquence et la gravité de la resténose n’est pas 
identique en fonction des patients. En effet, il existe des facteurs de risque prédictifs 
dépendants du patient (diabète sucré, facteurs génétiques, sexe) ou dépendants de la procédure 
(gonflement du ballonnet plus ou moins important, endommagement de la plaque pendant la 
pose du stent) [39].  
La pose d'un stent est accompagnée de l'étirement de l'ensemble de l'artère, de la 
dénudation de l’endothélium (déendothélialisation) et de la compression de la plaque, ce qui 
entraîne souvent une déchirure partielle de la media et parfois de l'adventice. La réponse à la 
lésion vasculaire faisant suite à l’angioplastie est caractérisée par l'inflammation, le 
remodelage de la MEC, la prolifération et la migration des CML. Ces processus ont pour 
conséquences l’épaississement néo-intimal et la resténose. Les mécanismes de développement 
de la resténose ne sont pas clairement établis, mais on compte parmi les facteurs de risques la 
dysfonction endothéliale. L’angioplastie intervenant à l’endroit de la formation de la plaque, 
on peut considérer que la fonction endothéliale locale est déjà affectée [40] (Figure 18). 
Suite à l’angioplastie l’endothélium est abîmé et semble un élément participant à 
l’initiation de l’hyperplasie intimale. De plus, on observe ici une déendothélialisation qui 
accentue la dysfonction endothéliale au niveau de la zone d’angioplastie. Il apparaît important 
de pouvoir augmenter la fonction endothéliale et la réendothélialisation post-angioplastie mais 
aussi de contenir la prolifération et la migration des CML. Pour ce faire, différentes approches 
ont été mises en place que nous verrons dans la partie suivante. 
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Figure 18 : Récapitulatif de la mis en place de la resténose. Suite à la pose de stent, on observe une déendothélialisation (1) 
suivie de la dysfonction endothéliale qui induit l’expression des molécules d’adhérence et le recrutement des leucocytes (2). 
Ceux-ci vont sécréter des médiateurs pro-inflammatoires (3) ce qui va entretenir la réponse inflammatoire (2) et ensuite vont 
permettre le changement phénotypique des CML d’un phénotype quiescent et contractile à un phénotype migratoire et 
synthétique (4). La migration des CML au dessus du stent va former la néointima (5). 
 
      II-3.1.2 Les différents types d’angioplastie  
Les premières approches ont été la brachythérapie, qui consiste à délivrer localement 
par des cathéters des radiations anti-prolifératives δ (192iridium) et β (32phosphore), 
l’angioplastie au ballonnet coupant, où le ballonnet est muni de 3 ou 4 lames longitudinales, 
permettant une incision dans la plaque d’athérome [41]. Il a aussi été utilisé des ballonnets 
éluant des agents pharmacologiques, qui permettent de délivrer à l’endroit de la lésion 
pendant l’angioplastie des agents anti-prolifératifs. Cependant, ces traitements sont soit lourds 
pour le praticien (brachythérapie), soit ces traitements ont pour conséquence un taux 
d’infarctus du myocarde très élevé (ballonnet coupant) ou ne permettent pas de prévenir le 
remodelage négatif de l’artère (ballonnet avec agents pharmacologiques) [38].  
 Il a donc fallu trouver des alternatives pour limiter le remodelage négatif de l’artère, 
ainsi que pour la fibroprolifération caractéristique de la resténose. Suite à ces observations 
une technique d’angioplastie a été développée avec une pose de stent délivrant des agents 
pharmacologiques, les Drug-Eluting Stent (DES). Deux agents pharmacologiques anti-
prolifératifs sont utilisés en clinique : la rapamycine (le Sirolimus, et ses dérivés : Everolimus 
et Zotarolimus) et le paclitaxel.  
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La rapamycine est un inhibiteur du mammalian Target Of Rapamycin (mTOR), qui est 
impliqué dans l’entrée dans la phase S de la cellule et donc dans les phénomènes pro-
prolifératif des cellules. Et le paclitaxel est un inhibiteur de la polymérisation des 
microtubules, et bloque donc la mitose. Ces deux agents ont des effets sur la resténose très 
largement démontrés [42], [43]. Cependant, le mTOR et les microtubules n’étant pas 
exclusivement présent dans les CML, ces agents ont un manque de spécificité évident qui 
montre leur limite [44], [45]. En effet, on observe une fréquence de thromboses tardives 
quatre fois plus élevée chez les patients ayant reçu un DES que ceux ayant eu un stent nu [46]. 
De plus, certains patients présentent une résistance à ces agents, pouvant s’expliquer par une 
mutation dans leurs cibles [47], [48] et le risque l’augmentation de la fréquence des 
thromboses tardives peut être associé à une diminution de la réendothélialisation [49], [50] du 
fait du manque de spécificité de la rapamycine et du paclitaxel. 
 Des stratégies ont donc été développées pour augmenter en parallèle la prolifération 
des cellules endothéliales et l’inhibition de la prolifération de CML. Tout d’abord, les études 
sur l'utilisation de facteurs de croissance pour accélérer la réendothélialisation ont apporté des 
résultats très intéressants et controversés. En effet, le VEGF semble être un mitogène 
inducteur spécifique de la régénération endothéliale [51] et a été utilisé pour promouvoir 
spécifiquement le réendothélialisation. Van Belle et al ont démontré que l’élution locale par le 
stent de VEGF accélère la réendothélialisation et réduit la thrombose chez le lapin. 
Cependant, alors que les facteurs de croissance augmentent le taux de régénération 
endothéliale, ils sont aussi mitogènes pour les CML [52].  
 Une autre étude a consisté à ensemencer, directement au site de la lésion, des 
cellules endothéliales, la difficulté étant de maintenir les cellules au site visé, ainsi que leur 
adhésion après rétablissement du flux. Les limitations majeures de cette technique sont : le 
temps prolongé d'ensemencement nécessaire, le dispositif de distribution optimale et 
l'adhérence marginale des cellules endothéliales fonctionnelles à la zone de la lésion 
vasculaire. En effet, le pourcentage d’adhésion des cellules endothéliales est très variable 
selon les études, 2% à 56% [50]. L’amélioration de l’ensemencement passe par la greffe 
autologue de cellules endothéliales [53] ou grâce au revêtement des stents, par des matrices 
biologiques permettant de mieux retenir les cellules en place et leur greffe [54]. 
 Il existe aussi des stents qui vont favoriser la cicatrisation artérielle en permettant le 
recrutement des Progéniteurs Cellulaires Endothéliaux (EPC) circulants, ces stents sont 
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recouvert d’anticorps anti-CD34. Le CD34 est une glycoprotéine présente à la surface des 
EPC circulants. Il a été montré que la resténose restait très élevée, suggérant que les 
progéniteurs recrutés ne sont pas uniquement des EPC. Il reste donc encore un problème de 
spécificité, qui a été en partie résolu avec l’utilisation de stents recouvert d’intégrines 
spécifiques des EPC [55]. Nakazawa et al ont proposé de coupler les DES avec les anticorps 
anti-CD34 et ont montré des effets intermédiaires en terme de réendothélialisation entre les 
stents CD34 et les stents nus [56]. Mais ce double traitement est très onéreux comparé aux 
DES. 
 Enfin, un dernier élément est à prendre en compte dans la confection d’un stent : le 
matériau utilisé. Le Biolinx fait partie des nouveaux polymères testés en clinique et montrant 
des effets bénéfiques au niveau de l’infarctus du myocarde et de la revascularisation de la 
lésion [57]. Il a été étudié l’usage de polymères biodégradables une fois la molécule délivrée, 
mais se pose le problème des produits générés lors de la dégradation du stent qui peuvent 
provoquer une forte réaction inflammatoire. Une étude propose la pose de DES sans 
polymères, ceux-ci présentent une surface rugueuse permettant l’immobilisation des 
molécules à délivrer et montrent des résultats encourageants en clinique (BioFreedom) [44].  
 La quête du stent parfait est encore en cours, il doit allier, d’une part, le bon matériau 
pour la biocompatibilité et la délivrance de la molécule dans de bonnes conditions, et d’autre 
part, le bon agent pharmacologique permettant la diminution de la prolifération des CML et 
l’augmentation de la réendothélialisation. C’est pourquoi pouvoir prévenir la pathologie de 
base, l’athérosclérose, semble d’un intérêt tout particulier pour améliorer la condition du 
patient et bien sûr, limiter l’incidence des CAD. Pour cela, la partie suivante s‘attachera aux 
traitements pharmacologiques destinés à augmenter la fonction endothéliale dans un contexte 
d’athérosclérose. 
 
 
      II-3.2. Traitements pharmacologiques de l’athérosclérose 
 Différentes études ont montré que le taux plasmatique de Lipoprotéines de Haute 
Densité (HDL) était inversement corrélé avec l’incidence de l’athérosclérose. D’autres études 
ont montré l’effet bénéfique de l’augmentation de la concentration plasmatique des HDL, 
notamment avec des traitements pharmacologiques chez des patients ayant eu une CAD. Les 
effets bénéfiques des HDL seront détaillés dans le chapitre 2, mais brièvement, les HDL sont 
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considérés comme portant ce que l’on considère couramment comme le « bon cholestérol » et 
les Low Density Lipoprotein (LDL) le « mauvais cholestérol ».  
Ainsi, il a été développé des traitements à base de statines, qui permettent de diminuer 
le taux de cholestérol des LDL (LDL-C). Les statines sont des inhibiteurs de l’enzyme 
hydroxy-méthyl-glutarylcoenzymeA (HMG-CoA) réductase impliquée dans la synthèse du 
cholestérol. Par inhibition compétitive, les statines diminuent la synthèse de L-mévalonate, le 
précurseur du cholestérol et par conséquent, elles sont utilisées dans la thérapie 
hypolipidémiante. Conjointement, les statines exercent des effets bénéfiques directs sur la 
paroi artérielle dépendants de l’activation et de l’expression de l’eNOS. En revanche, à des 
doses plus fortes, les statines altèrent les modifications post-traductionnelles (farnésylation et 
géranyl-géranylation) des protéines de signalisation nécessaires pour leur adressage et leur 
fonctionnalité, pouvant favoriser des effets anti-angiogeniques [58]. 
Les fibrates peuvent quant à eux, diminuent le taux de LDL-C et augmentent le taux 
de HDL-C, en mimant la structure des acides gras libres et en liant aux Peroxisome 
Proliferator-Activated Receptor (PPAR). Ces derniers sont responsables du contrôle de la 
transcription de gènes impliqués dans le métabolisme des HDL comme l’apolipoprotéine A-I 
(apoA-I) ou l’apoA-II, entre autres [59]. De plus, PPARα et PPARγ sont exprimés dans les 
cellules endothéliales, les CML, et les monocytes / macrophages de la paroi artérielle, où ils 
exercent des effets directs. Les activateurs de PPARα induisent la répression du facteur NF-
κB, inhibant l’expression de molécules inflammatoires. En outre, PPARα inhibe l’expression 
d’ET-1, favorisant la réponse vasodilatatrice (Luc 2002).  
Des inhibiteurs de la Proprotéine Convertase Subtilisine/Kexine de type 9 (PCSK9), 
qui régule les niveaux de LDL-C circulant en accélérant la dégradation hépatique LDLr, ont 
été synthétisés afin d’améliorer la clairance des LDL [60]. D’autres approches consistent à 
augmenter le RCT, avec des agonistes du Liver X Receptor (LXR), ou encore à inhiber la 
Cholesteryl Ester Transfer Protein (CETP). A l’heure actuelle les traitements à base de 
Niacine (ou acide nicotinique) sont les plus « efficaces » pour augmenter les taux de HDL 
circulants, via une inhibition de CETP, en utilisation combinée avec les statines et des résines 
échangeuses d’ions (van der Hoorn et al. 2008, Insull, 2006). Cependant l’impact sur la 
réduction des accidents cardiovasculaires n’est pas satisfaisante [62]. Ces approches 
thérapeutiques sont surtout destinées à limiter l’expansion de l’athérosclérose en modifiant le 
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contenu lipidique du plasma, mais possèdent parfois des effets secondaires non négligeables, 
comme les douleurs musculaires induites par les statines. 
Des approches ont aussi été basées sur l’apoA-I milano, qui est un mutant naturel de 
l’apoA-I (R173C) et qui est retrouvé en Italie chez une quarantaine de persones et dont les 
porteur présentent un taux de HDL faible mais ayant étonnamment une incidence d’accident 
cardiovasculaire faible. Ceci pourrait être expliqué par une clairance plus rapide des HDL tout 
en altérant pas les fonctions de ceux-ci dans l’organisme [63]. Il a été montré que l'infusion 
par voie intraveineuse d’apoA-Imilano / phospholipides (ETC-216), HDL recombinants 
(HDLr), induit la réduction de la plaque d'athérome chez les patients atteints de syndromes 
coronariens aigus (SCA). Ces résultats doivent cependant être confirmés dans des essais 
cliniques plus larges afin de mieux déterminer l’incidence sur la mortalité et la morbidité [64]. 
Pour comprendre l’intérêt des traitements visant à augmenter le taux de HDL et à 
diminuer les taux de LDL plasmatiques, nous verrons dans le chapitre 2 les effets bénéfiques 
et les mécanismes d’actions des HDL sur les cellules endothéliales et l’athérosclérose. 
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CHAPITRE 2  
LIPOPROTEINES DE HAUTE 
DENSITÉ ET SIGNALISATION 
DANS LA PROTECTION 
ENDOTHÉLIALE  
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I- Lipoprotéines de Haute Densité (HDL)  
   I-1.Généralités sur les lipoprotéines 
Le cholestérol étant hydrophobe, sa circulation dans l’organisme s’effectue après 
association avec des protéines, les apolipoprotéines, formant des complexes 
macromoléculaires hydrosolubles, les lipoprotéines (Figure 19). Les lipoprotéines présentent 
donc une composante lipidique et une composante protéique. La partie interne hydrophobe, 
appelée le cœur hydrophobe, contient principalement des triglycérides (TG) et du cholestérol 
ester (CE). La partie externe est amphiphile et contient, entre autre, la partie protéique 
représentée par les apolipoprotéines ainsi qu’une couche lipidique essentiellement formée par 
des Phospholipides (PL) [65]. 
 
 
 
 
 
 
Figure 19 : Représentation schématique de la 
structure d’une lipoprotéine. D’après 
http://www.scientificpsychic.com/health/lipoprote
ins-LDL-HDL.html). 
 
 
 
 
Cinq classes différentes de lipoprotéines ont été définies selon leur densité : les 
Chylomicrons (CM, d<0.93g/ml), les Very Low Density Lipoproteins (VLDL, 
0.93<d<1.006), les Intermediate Density Lipoproteins (IDL, 1.006<d<1.019g/ml), les Low 
Density Lipoproteins (LDL, 1.019<d<1.063g/ml) et les High Density Lipoproteins (HDL, 
1,063<d<1,21g/ml). Les HDL peuvent se distinguer en deux sous-classes : les HDL2 
(1,063<d<1,125g/ml) et les HDL3 (1,125<d<1,21g/ml). Les cinq classes de lipoprotéines se 
différencient selon leur composition en apolipoprotéines et en lipides, ainsi que par leurs 
fonctions (Tableau 1) :  
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- Les CM assurent le transport du cholestérol et des triglycérides alimentaires de 
intestins vers principalement vers le foie et le tissu adipeux. L’apoB48 en est 
l’apolipoprotéine majoritaire [65]; 
- Les VLDL, IDL et LDL sont chargées de l’apport en cholestérol et des triglycérides 
produit par le foie, vers les cellules périphériques. Elles sont composées d’apoE, d’apoC et 
d’apoB100 [66], [67]; 
- Les HDL sont quant à elles impliquées dans le transport du cholestérol des cellules 
périphériques vers le foie, où le cholestérol des HDL sera préférentiellement sécrété dans la 
bile, sous forme de cholestérol libre ou après transformation en acides biliaires. Ce processus 
est classiquement appelé Transport Retour du Cholestérol (RCT, Reverse Cholesterol 
Transport). Les particules HDL sont constituées principalement d’apoA-I et apoA-II [65], 
[67] 
 
 Lipides 
(%) 
Protéines 
(%) 
Densité 
(g/ml) 
Apolipoprotéines 
majoritaires 
Fonction dans le 
transport retour du 
cholestérol 
CM 98 2 <0,93 apoB48, apoE Cholestérol exogène 
VLDL 86 14 0,93-
1,006 
apoB100, apoE Apport de cholestérol 
IDL 82 18 1,006-
1,019 
apoB100, apoE Apport de cholestérol 
LDL 77 23 1,019-
1,063 
apoB100, apoE Apport de cholestérol 
HDL2 41 59 1,063-
1,125 
apoA-I, apoA-II Élimination du 
cholestérol 
HDL3 56 44 1,125-
1,21 
apoA-I, apoA-II Élimination du 
cholestérol 
 
Tableau 1 : Tableau récapitulatif des différentes classes de lipoprotéines, leur composition et leur fonction dans le transport 
retour du cholestérol 
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Des études ont montré que le taux de HDL-C est inversement corrélé avec le risque 
cardiovasculaire. En effet, les particules de HDL permettent, non seulement, l’élimination du 
cholestérol, de par leur implication dans le RCT, mais ont aussi une multitude d’effets anti-
athérogènes. Ces effets pléïotropiques seront définis plus loin dans la partie I-3 [68]–[70]. 
C’est pourquoi nous nous focaliserons principalement sur les HDL et dans un premier temps 
nous aborderons plus en détail leur structure. 
 
   I-2. Structure des HDL 
Les HDL sont les lipoprotéines les plus denses car elles ont un ratio protéines/lipides 
élevé. Elles forment une famille hétérogène de lipoprotéines de par leur composition, leur 
taille et leur forme. Leur cœur hydrophobe est composé pour majorité de CE et de très peu de 
TG. Ce cœur est entouré de PL, principalement la phosphatidylcholine (PC) et la 
sphingomyéline (SM), de cholestérol libre (FC, Free Cholesterol) et d’apolipoprotéines. 
L’apolipoprotéine majoritaire des HDL est l’apolipoprotéine A-I (apoA-I), elle représente 
près de 70% des protéines des HDL plasmatiques. L’apoA-II en représente 20% et les 10 % 
restant sont partagés entre l’apoA-IV, l’apoC (I, II, II), l’apoE, l’apoF, l’apoH et l’apoM. 
 Les apolipoprotéines sont des ligands ou des cofacteurs, mais l’apoA-I et l’apoA-II 
sont aussi des apolipoprotéines de structure. La majorité des HDL plasmatiques, en conditions 
normales, est sphérique (HDL2 et HDL3), les HDL peuvent aussi présenter une forme 
discoïdale, ce sont les préβ-HDL. Ces dernières correspondent à 2 ou 3 molécules d’apoA-I 
associées et sont faiblement lipidées. Elles constituent les premiers accepteurs de cholestérol, 
leur enrichissement en lipides autour de l’apoA-I leur donnera peu à peu leur forme sphérique. 
L’apoA-I est une protéine de 243 acides aminés (28kDa), synthétisée et sécrétée 
majoritairement par le foie et plus faiblement par l’intestin. Elle présente des motifs répétés de 
11 ou 22 acides aminés en hélices-α, séparées par des résidus de Proline. Ces hélices-α sont 
majoritairement de classe A, ce qui leur confère un caractère amphiphile (Figure 20). En 
1993, Dalton et al, ont mis en évidence, par l’analyse protéolytique limitée de HDL 
reconstituées, des domaines d’intérêt particulier de l’apoA-I. En effet, ces travaux montrent 
que l’apoA-I possède un domaine d’interaction protéine-protéine en N-ter et un domaine de 
liaison aux lipides en C-ter. En complément de ces travaux, Chetty et al ont montré, par 
analyse en HX-MS (Hydrogen Exchange - Mass spectrometry) de l’apoA-I monomérique 
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délipidée, qu’elle contient 4 à 5 hélice α. Ces structures sont dynamiques et leur modulation 
serait à l’origine de la flexibilité et de la différence de conformation de l’apoA-I qui va diriger 
la forme sphérique ou discoïdale des HDL [71]–[73]. 
 
 
 
Figure 20 : Structure de l’apoA-I. A) Répartition des différents types d’hélices et emplacement des résidus Proline (P) sur la 
séquence de l’apoA-I.  B) organisation des hélices α de l’apoA-I, représentation en 2D . D’après Phillips, JLR, 2013 
 
Le caractère amphiphile de l’apoA-I lui permet d’interagir avec les PL et de stabiliser 
les HDL en formant une ceinture autour de ceux-ci. En effet, dans les préβ-HDL, les 
molécules d’apoA-I forment une hélice quasi continue et s’associent de manière antiparallèle 
autour des PL (Figure 21) [73], [74].  
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Figure 21 : Arrangement de l’ApoA-I dans les préβ-HDL. 1) Insertion dans les défauts de la bicouche de PL par l’extrémité 
C-ter amphiphile de l’apoA-I ; 2) Concentration des hélices-α insérées dans la bicouche ; 3) Formation des HDL discoïdales 
contenant 2,3 ou 4 molécules d’apo-I. D’après Phillips, JLR, 2013. 
 
Une autre lipoprotéine a été décrite, par Xu et Dahlbäk, de 188 acides aminés (26kDa) 
synthétisée par le foie et les reins : l’apoM. Cette apolipoprotéine est d’un intérêt particulier 
car elle permet aux HDL de s’associer avec Sphingosine-1-Phosphate (S1P) qui active des 
voies de signalisations proches de celles des HDL (Cf. partie II-2.3.). Celle-ci n’est pas une 
lipoprotéine de structure, comme l’apoA-I. Les 20 premiers acides aminés constituent un 
segment hydrophobe qui correspond à son peptide signal et qui sert de peptide d’ancrage à la 
couche de PL des HDL. En effet, l’apoM a été montrée comme pouvant se lier par son 
extrémité hydrophobe aux HDL et dans une moindre mesure aux LDL [75]. L’interaction de 
l’apoM avec la S1P a été décrite par Christoffersen et al et montre que l’apoM possède une 
structure caractéristique des lipocalines : une « poche» en tonneau composée de 8 brins β anti-
parallèles. Cette poche est amphiphile et permet la liaison de la S1P, permettant aux HDL de 
se lier aussi sur les récepteurs aux S1P [76], [77]. 
Outre leur contenu en lipides et en apolipoprotéines, les HDL peuvent aussi être 
associées à des micro-ARN, miR-33, miR-223, miR-155, pouvant être associés à 
l’athérosclérose (miR-33 notamment). Les micro-ARN sont un groupe de petits ARN 
endogènes non codant pouvant induire la répression de la traduction des gènes cibles par 
jumelage avec l'ARNm des gènes cibles [78]. Les HDL portent aussi des enzymes, impliquées 
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ou non, dans le remodelage des HDL, comme la Lecithin-Cholesterol AcetylTransferase 
(LCAT), la protéine de transfert des esters de cholestérol (CETP) ou la Paraoxonase-1 (PON-
1) [79].  
La composition variée des HDL leur permet d’avoir un grand nombre d’effets dans 
l’organisme. Ces effets sont le résultat de l’activation spécifique des récepteurs aux HDL qui 
reconnaissent tout ou partie de la lipoprotéine. Dans le paragraphe suivant il sera détaillé les 
récepteurs auxquels peuvent se lier les HDL et la nature de cette liaison. Les effets anti-
athérogènes dépendants de l’activation de ces récepteurs seront détaillés plus loin. 
 
   I-3. Principaux récepteurs endothéliaux impliqués dans les effets des HDL  
      I-3.1. Les transporteurs ATP Binding Cassette (ABC) : ABCA1, ABCG1   
 Les ABC transporteurs sont une super-famille de transporteurs nécessitant l’énergie de 
l’hydrolyse de l’ATP pour permettre la translocation d’une grande variété de molécules 
(sucres, acides aminés, ions métalliques, peptides…) à travers les membranes intra- ou 
extracellulaires. Leur structure est très caractéristique : 
 - Ils contiennent deux domaines de liaison à l’ATP, appelés Nucleotide Binding Fold 
(NBF), dans lesquels on trouve trois domaines très conservés : walker A et B et un motif 
signature C. Le domaine C est très spécifique des ABC transporteurs, c’est ce qui les 
distingue des autres protéines de liaison à l’ATP.  
- Ils sont aussi constitués de deux domaines transmembranaires (TM) contenant 
chacun 6 hélices-α traversant la membrane.  
Il y a actuellement 49 gènes ABC récencés qui sont divisibles en 7 sous-familles, 
selon leur structure et l’organisation de leurs domaines : ABC A, B, C, D, E, F et G. Nombre 
de ces gènes sont transcriptionnellement régulés par le Liver X-Receptor / Retinoid X-
Receptor (LXR/RXR). Les récepteurs ABC confèrent aux cellules qui les portent des 
propriétés particulières en fonction de la sous-famille exprimée, comme la résistance aux 
drogues par exemple [80], [81]. Les sous-familles A et G de cette super-famille sont très 
impliquées dans le métabolisme des stérols, ABCA1 et ABCG1 sont d’un intérêt particulier 
pour notre laboratoire, car ils sont impliqués dans le métabolisme des HDL (RCT) et de leurs 
effets dans l’endothélium. 
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         I-3.1.1.  ABCA1 
 Le récepteur ABCA1 est un récepteur de la sous-famille ABCA qui comprend 12 
récepteurs, chez l’homme le gène d’ABCA1 code pour une protéine de 250kDa. Son 
expression est régulée par les stérols, l’AMPc, le Peroxisome Proliferator-Activated Receptor 
(PPARα et γ) ou l’Interféron-γ (INF-γ). ABCA1 est très exprimé dans le foie et l’intestin mais 
aussi dans les macrophages. Son rôle principal est de permettre l’efflux du cholestérol et des 
PL vers l’apoA-I, pour former les pré-βHDL ou HDL naissantes [81].  
Ainsi, Wang et al, en utilisant un modèle de cellules humaines embryonnaires de rein 
(HEK293), ont montré que ABCA1 dirige l’efflux de cholestérol et de PL vers l’apoA-I libre 
et pas vers les HDL3. En effet, les HEK293 ont été marquées avec du [
3H]-Cholestérol et avec 
de la [3H]-Choline, transfectées ou non avec un plasmide codant pour ABCA1, et l’efflux de 
cholestérol et de PL vers les HDL3 ou l’apoA-I libre a été mesuré. Seul l’efflux de cholestérol 
et de PL dirigé vers l’apoA-I est altéré par l’absence de ABCA1. De plus, ils ont aussi montré 
que l’efflux dépend de la présence des 60 derniers acides aminés d’ABCA1. Cette étude 
permet aussi, grâce à une immunoprécipitation de ABCA1, d’observer une co-
immunoprécipitation de l’apoA-I et pas des HDL3 avec ABCA1, suggérant ainsi une liaison 
entre ABCA1 et l’apoA-I libre [82]. 
L’étude faite sur des HEK293 surexprimant ABCA1, par Nagao et al, a permis 
d’identifier une liaison électrostatique de l’apoA-I sur ABCA1, grâce à l’utilisation d’agents 
modifiant irréversiblement les résidus Lysine (le sulfosuccinimidyl biotin et le 
sulfosuccinimidylacetate). En effet, les domaines extracellulaires d’ABCA1 (Ecd1 et Ecd2 ) 
comptent 35 et 20 résidus Lysines respectivement. L’altération de ces résidus par les agents 
modificateurs aboli la liaison de l’apoA-I à ABCA1 et le pré-traitement de l’apoA-I avec ces 
agents, sans modification de ABCA1, ne modifie pas la liaison. Ceci permet d’exclure 
l’implication des résidus lysine de l’apoA-I dans sa liaison à ABCA1. Cependant, les résidus 
impliqués dans la liaison entre ABCA1 et l’apoA-I n’ont pas encore été clairement identifiés 
[83]. 
Ces différentes études montrent donc que l’efflux de cholestérol et de PL via ABCA1 
s’effectue vers l’apoA-I faiblement lipidée et non les HDL matures. Les 60 derniers acides 
aminés en C-ter de ABCA1 sont nécessaires à cet efflux, de même que les résidus lysines des 
Ecd1 et Ecd2 sont essentiels à la liaison de l’apoA-I sur ABCA1. D’autre part, Phillips et al 
ont décrit trois étapes dans le mécanisme d’efflux : 1) liaison de l’apoA-I sur ABCA1 et 
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translocation des PL, 2) formation d’une exovésicule se liant à d’autres molécules d’apoA-I, 
puis 3) solubilisation de la bicouche lipidique pour former des pré-βHDL [73] (Figure 22). 
 
 
 
Figure 22 : Représentation schématique du récepteur ABCA1, de sa liaison à l’apoA-I et de son mécanisme d’efflux. A) 
L’apoA-I se fixe sur ABCA1 via les résidus Lysine de ses domaines extracellulaires (Ecd : extracellular domain). B) L’efflux 
de cholestérol dirigé par ABCA1 nécessite la liaison de l’apoA-I qui induit un changement dans la bicouche lipidique 
(compression de la couche externe et dépression de la couche interne de lipide de la membrane plasmique (step 1). Ensuite 
on observe une extravagination de la membrane plasmique avec fixation d’autres molécules d’apoA-I pour stabiliser la 
bicouche lipidique (step2). Enfin, formation de pré-β-HDL (step 3). D’après Phillips, JLR, 2013. 
 
         I-3.1.2. ABCG1 
Le récepteur ABCG1 est un récepteur de la sous-famille ABCG qui comprend 6 demi-
transporteurs d’environ 76 kDa. Ils ont une organisation différente des autres membres 
d’ABC-transporteurs. En effet, ils ont une orientation inversée (Figure 23) : leur domaine 
NFB est en N-ter et ils ont un domaine TM en C-ter [80]. Tout comme ABCA1, l’expression 
d’ABCG1 peut être modulée par le PPARγ et par les LDL oxydées ou acétylées via le 
LXR/RXR. ABCG1 s’homodimérise pour former un transporteur complet et une fois la 
dimérisation faite, le complexe est très stable. En effet, des préparations membranaires de 
HEK293 surexprimant ABCG1 ont été solubilisées avec divers détergents, n-dodecyl-β-D-
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maltoside (DDM) ou Fos-choline-14. Hirayama et al ont ainsi observé, par chromatographie 
d’exclusion, que la quasi-totalité d’ABCG1 est sous forme dimérique, ce qui montre la 
stabilité du complexe [84]. 
ABCG1 est majoritairement exprimé dans les macrophages, il est aussi présent dans 
beaucoup d’autres types cellulaires, comme l’endothélium ou le foie. Wang et al ont étudié, 
dans les HEK293 surexprimant ABCG1, les effets de l’expression d’ABCG1 sur l’efflux de 
cholestérol et de PL vers les HDL3. Les cellules ont été marquées avec du [
3H]Cholestérol ou 
de la [3H]Choline pour mesurer l’efflux de cholestérol ou des PL, respectivement. L’absence 
d’ABCG1 altère l’efflux dirigé par les HDL3 mais pas par l’apoA-I [85]. Ces résultats ont été 
confirmés par Sankaranarayanan et al dans des BHK surexprimant ABCG1, montrant 
qu’ABCG1 dirige l’efflux de PL et de cholestérol vers les HDL3 et non pas vers l’apoA-I 
[86]. 
 D’autres études, comme celle réalisée par Daniil et al, montrent qu’en modifiant la 
structure de l’apoA-I dans les HDL, la spécificité de l’efflux des stérols est altérée. En effet, 
des HDL reconstituées (HDLr) avec des mutants d’apoA-I, délétée pour certains domaines, 
ont été testées dans l’efflux du cholestérol ou du 7-kétocholestérol (7-KC), qui est un produit 
d’oxydation du cholestérol. La délétion du domaine C-ter de l’apoA-I diminue drastiquement 
l’efflux de cholestérol vers les HDLr (89%) mais diminue peu l’efflux de 7-KC (22%). Les 
résidus 220-243 ont été identifiés comme étant nécessaires à l’efflux de cholestérol vers les 
HDLr dépendant de ABCG1 [87].  
 Ces données suggèrent qu’il n’y a pas d’interactions directes entre les particules 
acceptrices de stérols (HDL3) et ABCG1. Cependant, l’efflux dirigé par ABCG1 des 
différents stérols est affecté de manière différente en fonction de la structure de l’apoA-I dans 
les HDL3. Le domaine C-ter de l’apoA-I est essentiel à l’efflux du cholestérol vers les HDL, 
tandis qu’il ne joue qu’un moindre rôle dans celui du 7-KC (Figure 23). 
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Figure 23 : Représentation schématique du récepteur ABCG1. ABCG1 est un homodimère qui dirige l’efflux de cholestérol et 
principalement de 7-kétostérol (7-KC) vers les HDL larges (HDL3).  
 
      I-3.2 Le Scavenger Receptor B type I (SR-BI) 
Le Scavenger Receptor B type I (SR-BI) est un récepteur de la famille des protéines 
transmembranaires CD36, de 509 acides aminés (82kDa). Le SR-BI a été cloné comme un 
homologue de CD36 et est désigné chez l’homme sous le nom de CLA-1 (CD36 and LIMPII 
analogous-1). SR-BI présente un grand domaine extracellulaire de 408 acides aminés, très 
fortement N-glycosylé et ayant 6 Cystéines (Cys) conservées. Il est ancré à la membrane par 2 
domaines transmembranaires et ses extrémités N-ter et C-ter, cytoplasmiques, sont assez 
courtes (8 et 45 acides aminés respectivement) et les Cys462 et Cys470 du domaine C-ter sont 
palmitoylées [88], [89](Figure 24).  
L’identification de SR-BI comme récepteur aux HDL, mais aussi aux LDL, a été 
démontrée pour la première fois par Acton et al dans des cellules surexprimant SR-BI (CHO, 
Chinese Hamster Ovary). De la même manière que les études précédentes pour ABCA1 et 
ABCG1, les auteurs montrent que la liasion des HDL, marquées sur leur partie protéique, sur 
la cellule est abolie en absence de SR-BI [89]. La même équipe a plus tard évalué 
l’importance de la partie protéique des particule de HDL sur la liaison de ceux-ci à SR-BI. 
Ainsi, l’apoA-I, l’apoA-II et l’apoC-III seules ou complexées à la [3H]1,2-dipalmitoyl-L-
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phospatidylcholine ([3H]PC) et au cholestérol (C) sont capables de se lier à SR-BI. Le 
complexe PC/Cholestérol seul ne se lie pas à SR-BI, indiquant que la partie protéique des 
HDL est essentielle à la liaison des HDL sur SR-BI [90]. Toutefois, d’autres études ont 
montré que des liposomes constitués de PS ou de PI, dépourvus d’apolipoprotéines, se lient 
également à SR-BI [91], alors que l’apoA-I libre délipidée, ne se lie plus à SR-BI [92], 
suggérant ainsi les composantes lipidiques et protéiques sont toutes deux requises pour la 
liaison à SR-BI. L’efficacité de l’efflux de cholestérol, en fonction de la composition et de la 
taille de la particule sur la liaison au SR-BI, ont été décrits plus tardivement par l’équipe de 
van der Westhuyzen. Dans le même modèle cellulaire que l’équipe précédente, et avec des 
HDLr contenant différents proportion de 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine/Cholestérol (POPC/C), ils ont déterminé que les HDL de grande taille 
(HDL2) sont plus efficaces pour l’efflux de cholestérol dirigé par SR-BI que ceux de plus 
petite taille (HDL3). En effet, les HDL contenant un ratio apoA-I/C/POPC de 1:2:40 (78Å) 
favorise moins l’efflux de cholestérol que ceux contenant un ratio de 1:5:95 (96Å). La liaison 
des HDL marquées à l’[
125I] sur la partie protéique ou avec de la [3H]PC sur la partie lipidique 
a pu confirmer que la liaison des HDL2 est plus importante que celle des HDL3 [93]. Toutes 
ces données montrent que SR-BI a pour ligand préférentiel les particules HDL de grande taille 
(HDL2). 
L’expression, la localisation et la fonction du SR-BI sont principalement liées à 
l’interaction avec une protéine adaptatrice, PDZK1. C’est une protéine de 70kDa contenant 4 
domaines PDZ qui interagissent avec SR-BI, en C-terminal. En effet, Ikemoto et al ont 
identifié, à partir de foie de rat et par chromatographie d’affinité, que SR-BI intéragit en C-
terminal avec une protéine de 523 acides aminés contenant 4 domaines PDZ. Dans des CHO 
surexprimant SR-BI et CLAMP (C-terminal Linking And Modulating Protein) ils ont montré 
une co-immunoprécipitation de SR-BI et de CLAMP, appelée aussi PDZK1 [94]. Cette 
intéraction s’effectue via les 3-4 derniers acides aminés du domaine PDZ en C-ter de SR-BI 
[95]. Chez la souris déficiente pour PDZK1, il a été observé un défaut d’expression dans le 
foie de SR-BI, ainsi qu’un haut taux de HDL dans le plasma de ces souris [96].  
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Figure 24 : Représentation schématique de la structure de SR-BI. L’efflux de cholestérol ester dirigé par SR-BI nécessite la 
liaison d’HDL via l’apoA-I et le concours de la liaison de la protéine adaptatrice PDZK1 sur le domain PDZ en  C-ter de 
SR-BI. Cys : représentation des cystéines de la boucle extracellulaire de SR-BI  ; PDZK1 présente 4 domaines de liaison 
PDZ.  MP : Membrane plasmique ; CTTM : domaine transmembranaire en C-terminal. TM  
 
      I-3.3. Les EDG récepteurs : Sphingosine-1-Phosphate 1 Receptor (S1PR) 
      I-3.3.1. La sphingosine-1-phosphate (S1P) et l’apoM 
 La S1P (Figure 25) est synthétisée par les plaquettes et les cellules endothéliales 
principalement, c’est un produit du métabolisme des céramides formé à partir de la D-
sphingosine. Sa sécrétion par les plaquettes s’effectue via des ABC transporteurs. C’est un 
ligand très fortement hydrophobe qui va s’associer soit à l’albumine (≈35%) soit aux 
lipoprotéines (≈65%, dont 54% sont associés aux HDL) pour permettre sa circulation dans le 
plasma. Christoffersen et al ont montré, dans des souris transgéniques n’exprimant plus 
l’apoM, que les HDL isolées de ces souris ne sont plus associées à la S1P, contrairement à 
celles des souris exprimant l’apoM. Ils ont aussi montré que les souris déficientes pour apoM 
ont une perméabilité endothéliale augmentée, qui est un marqueur de dysfonction 
endothéliale. Ceci indique que la S1P, associée aux HDL, fait partie des médiateurs des effets 
vasculoprotecteurs des HDL [76].  
70 
 
 
 
Figure 25 : Structure chimique de la S1P, d’après Christoffersen et al, PNAS, 2011. 
  
      I-3.3.2. Les récepteurs S1P (S1PR) 
 Les Edg récepteurs (Endothelial Differentiation Genes), peuvent se lier à l’acide 
lysophosphatidique (LPA), à la sphingosyl-phosphorylcholine (SPC) ou à la S1P. Cependant, 
les Edg1, Edg3, Edg5, Edg6 et Edg8 ont une préférence pour la S1P, ils sont aussi appelés 
S1P récepteurs (S1PR, S1P1-5 respectivement). Ils appartiennent à la grande famille des 
Récepteurs Couplés aux Protéines G (RCPG) à 7 segments transmembranaires (Figure 
26). Leur distribution tissulaire est très variable ainsi que leur association dans ces tissus. 
Dans le système vasculaire on retrouve majoritairement S1P1 (43kDa), S1P2 (39kDa) et S1P3 
(42kDa), bien que l’expression du S1P2 dans les cellules endothéliales soit controversée, elle 
dépendrait du type de cellules endothéliales (humaine/bovine, aortique/veineuse) [97]. 
Cependant, ils ne présentent pas un même couplage aux protéines G. En effet, on observe un 
couplage à Gαi/o pour S1P1 ; Gαi, Gαq et Gα12-13 pour S1P2 et S1P3 (Figure), ce qui rend 
d’autant plus complexe l’analyse de leur voie de signalisation et des effets biologiques de la 
S1P [98].  
 
 
Figure 26 : Représentation schématique des 
S1PR et de leur couplage aux protéines 
hétérotrimériques Gαβγ. 
 
 
 
 
 
 Les effets biologiques des HDL sont donc en partie le résultat de l’activation des S1PR 
par l’intermédiaire du contenu en S1P des HDL. 
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      I-3.4. L’ecto-F1-ATPase  
         La F1-ATPase est un complexe enzymatique habituellement retrouvé à la membrane 
interne des mitochondries, mais plusieurs équipes l’ont aussi détecté à la membrane 
plasmique de différents types cellulaires, comme les cellules endothéliales [99], les 
hépatocytes [92], les adipocytes [100] et les kératinocytes [101]. Il est alors désigné sous le 
nom d’ecto-F1-ATPase. La F1-FoATPase mitochondriale est un complexe enzymatique 
responsable de la synthèse et de l’hydrolyse de l’ATP en fonction du gradient de protons. La 
F1-FoATPase est composée de 16 sous-unités différentes, parmi lesquelles les sous-unités α, β 
et c sont présentes en plusieurs copies. Les sous-unités sont réparties 2 domaines F1 et 
F0 (Figure 27) : 
   - le domaine catalytique soluble F1, également 
appelée F1-ATPase, qui est associé à la membrane 
interne de la mitochondrie et qui porte l’activité 
catalytique du complexe. Le domaine F1 est 
composé des sous-unités α, β, γ, δ et ε. Les sou-
unités α et β forment 3 hétérodimères αβ 
supportés par un rotor, composé des autres sous-
unités.  
   - Le domaine membranaire « d’ancrage » FO est 
composé des sous-unités a, e, f, g, A6L, b, F6, d et 
OSCP. Il permet via l’anneau des sous-unités c 
l’ancrage dans le membrane du « rotor » et forme 
le canal à protons de la F1-ATPase [84]. 
Figure 27 : Représentation schématique de la structure et de l’organisation de la F1FO-ATPase mitochondriale d’après 
Boyer, JBC, 2002. 
 
La F1Fo-ATPase est surtout connue pour sa fonction de synthèse d’ATP dans la 
mitochondrie. L’étude de cette fonction montre que les hétérodimères αβ ne sont pas tous 
dans le même état au même moment. En effet, on constate qu’un domaine est inoccupé (O 
pour Open), le second lié à l’ATP (appelé αTPβTP) et le troisième lié avec l’ADP et le 
phosphate inorganique (Pi) (appelé αDPβDP). Le flux de protons (force electroprotomotrice) 
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induit une rotation de la sous-unité γ  puis un changement de conformation des hétérodimères 
αβ. Chaque étape étant suivie de la libération et production d’une molécule d’ATP.  [102], 
[103] (Figure 28). Dans des conditions d’acidose ou à la membrane plasmique la F1-ATPase 
ne synthétise plus d’ATP mais l’hydrolyse en ADP + Pi. 
 
 
Figure 28 : Représentation schématique de la rotation du domaine catalytique de la F1-ATPase. Le flux de protons est à 
l’origine de la rotation de la sous-unité γ, et chaque rotation est suivit par la génération d’une molécule d’ATP après fixation 
d’ADP+Pi dans un domaine libre (L). D’après Boyer et al, JBC, 2002. 
 
L’hydrolyse de l’ATP peut être inactivée en présence de l’inhibiteur naturel de 
l’activité hydrolase, la protéine IF1, composée de 84 acides aminés, soit 10kDa environ. L’ IF1  
s’homodimérise en hélice-α par l’intermédiaire des résidus 49 à 81. Les acides aminés 1 à 37, 
à l’extrémité N-ter du dimère, correspondent à la séquence inhibitrice et se fixent à la F1-
ATPase au domaine αDP-βDP, mais aussi à la sous-unité γ, en présence d’ATP dans ce 
domaine. En effet l’IF1 permet de réguler la dégradation de l’ATP car la liaison de l’ATP au 
dimère αDPβDP est le déclencheur de son hydrolyse [104]. 
L’adressage à la surface cellulaire de la F1-ATPase n’est toutefois pas encore connu. 
Des théories peuvent cependant être avancées avec les connaissances récentes dans le 
transport vésiculaire entre la mitochondrie vers le peroxysome [105] ou par les lysosomes 
[106]. Il n’est pas à exclure que l’adressage de l’ecto-F1-ATPase à la membrane plasmique se 
fasse par l’intermédiaire de vésicules compte tenu du fait qu’elle ne possède pas de peptide 
signal pour la membane plasmique, seulement pour la mitochondrie. 
À la membrane plasmique, l’ecto-F1-ATPase possède plusieurs fonctions biologiques, 
comme la liaison de l’apoA-I et la reconnaissance tumorale des lymphocytes T Vγ9Vδ2 
(LTγδ), mise en évidence dans notre laboratoire [107], [108]. Ces dernières années notre 
équipe s’est attachée à décrire son rôle en tant que récepteur de l’apoA-I dans le métabolisme 
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des HDL. En effet, il avait été précédemment démontré l’existence de deux familles de sites 
de liaison pour les HDL sur les membranes d’hépatocytes de porc : des sites de haute affinité 
liant spécifiquement l’apoA-I libre ou faiblement lipidée et des sites de basse affinité liant les 
particules HDL matures [92].  
En 2003, le site de haute affinité pour l’apoA-I sur les hépatocytes a été identifié 
comme étant la chaîne β de la F1-ATPase mitochondriale. L’interaction entre le contenu 
protéique de membranes de foie de porc solubilisé et l’apoA-I a été mise en évidence par 
chromatographie d’affinité et par la technique de résonance plasmonique de surface (SPR ou 
Biacore©). Ces techniques ont permis de purifier une molécule d’une masse d’environ 
50kDa, qui a ensuite pu être séquencée (séquençage d’Edman) et identifiée comme étant la 
chaîne β de la F1-ATPase. Sur des hépatocytes humain (HepG2) non perméabilisés, il a été 
montré par immunofluorescence l’expression à la surface membranaire de la chaîne β de la 
F1-ATPase ainsi que la chaîne α de la F1-ATPase. Une colocalisation de la chaîne β de la F1-
ATPase avec l’apoA-I a ainsi pu être observée à la surface membranaire de ces hépatocytes. 
Des expériences de fluorescence par cytométrie de flux sur cellules entières ont confirmé ces 
données [107]. 
Notre équipe a donc mis en évidence, que le complexe ecto-F1-ATPase est présent à la 
surface membranaire des hépatocytes mais aussi que c’est un récepteur pouvant lier l’apoA-I 
libre ou les HDL. 
 
   I-4. Fonctions des HDL : Le Transport Retour du Cholestérol (RCT) 
 La plupart des cellules acquièrent le cholestérol de 2 façons : par la synthèse de novo 
ou par sa captation via les LDL et les VLDL. Le surplus de cholestérol ne peut pas être stocké 
dans les membranes cellulaires, mais il est estérifié par l’Acyl-CoA Cholestérol Acyl 
Transférase (ACAT) et stocké dans les gouttelettes lipidiques cytosoliques. Les hépatocytes et 
entérocytes sont également capables de sécréter le cholestérol, vers les voix biliaires et la 
lumière intestinale, respectivement.  Les HDL sont très connues pour leur rôle dans 
l’élimination du cholestérol des tissus périphériques par la voie du transport retour du 
cholestérol (RCT). Cet effet est le plus largement cité des effets athéroprotecteurs des HDL. 
Bien que beaucoup de cellules puissent participer à l’efflux du cholestérol, les macrophages 
sont les plus impliqués dans ce mécanisme, ce qui est d’autant plus intéressant dans un 
74 
 
contexte athéromateux où la problématique est d’éliminer le cholestérol contenu dans les 
macrophages spumeux [109].  
 
      I-4.1. L’efflux du cholestérol 
L’efflux du cholestérol se fait soit vers les HDL, soit vers l’apoA-I libre, il est alors 
pris en charge pour être transporté jusqu’à son lieu d’élimination : le foie. Il existe 3 voies 
possibles pour l’efflux du cholestérol (Figure 29) : 
- La voie principale est dirigée par ABCA1 et permet l’efflux de cholestérol vers 
l’apoA-I. En effet, comme il a été décrit précédemment, ABCA1 se lie à l’apoA-I peu ou pas 
lipidée et conduit à la formation de pré-βHDL. Ces particules de HDL naissantes sont 
d’aspect discoïdal et peuvent alors devenir des accepteurs pour l’efflux de cholestérol vers les 
HDL [77].  
- ABCG1 et SR-BI permettent l’efflux de cholestérol vers les HDL. L’efflux 
dépendant d’ABCG1 et de SR-BI est un mécanisme d’efflux actif, il est favorisé par la liaison 
des particules HDL aux récepteurs. SR-BI pourrait fonctionner suivant le gradient de 
cholestérol entre les membranes cellulaires et la surface des HDL. Il pourrait ainsi contribuer 
soit à l’efflux de cholestérol cellulaire, au niveau des cellules spumeuses par exemple, soit à la 
captation sélective du cholestérol contenu dans les lipoprotéines (HDL en particulier) au 
niveau des hépatocytes par exemple (Cf. partie I-2-3). Quant à ABCG1, il facilite l’efflux vers 
les HDL en réorganisant le pool de FC membranaire, mais il n’a qu’une participation mineure 
dans l’efflux de cholestérol.  
- La dernière voie est la diffusion aqueuse, elle est limitée par le taux d’accepteurs du 
cholestérol. C’est une simple diffusion bidirectionnelle suivant un gradient de concentration 
de cholestérol entre la cellule et les HDL. C’est un mécanisme relativement lent (± 10h), mais 
il peut être facilité par des protéines membranaires, comme l’albumine sérique, des molécules 
telles que la cyclodextrine, qui servent de protéine cargo faisant la navette entre la cellule et 
les HDL [110]. 
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Figure 29 : Les différents mécanismes de l’efflux du cholestérol des cellules périphériques vers l’apoA-I et les HDL (d’après 
Hafiane & Genest, Cholesterol, 2013. 
 
      I-4.2. Le remodelage des HDL 
 Les HDL formées par l’efflux de cholestérol vont subir un processus de maturation 
dans la circulation via un remodelage. 
 
         I-4.2.1. Lecithin-Cholesterol AcetylTransferase (LCAT).  
Les HDL discoïdales, néoformées via le processus d’efflux du cholestérol cellulaire, 
sont le substrat préférentiel de la LCAT. C’est une enzyme plasmatique de 416 acides aminés, 
synthétisée essentiellement par le foie dans le plasma. Cette transférase a pour fonction de 
transférer un acide gras de lécithine ou de phosphatidylethanolamine vers un groupement 
hydroxyle du FC, cette réaction ne peut se faire qu’en présence d’apoA-I. Le FC ainsi estérifié 
va migrer vers le cœur du HDL et y être séquestré, donnant peu à peu sa forme sphérique aux 
HDL [109], [111].  
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         I-4.2.2. Cholesteryl Ester Transfert Protein (CETP) et la PhosphoLipid 
Transfert Protein (PLTP). 
Deux autres enzymes plasmatiques sont impliquées dans le remodelage des HDL plus 
matures, les HDL sphériques, la CETP et la PLTP. La CETP est une glycoprotéine 
hydrophobe de 78kDa, produite par le foie et le tissu adipeux et circulant dans le plasma, 
associée aux différentes lipoprotéines. Elle facilite le transfert des lipides neutres, comme le 
CE, des HDL vers les VLDL et LDL, et les TG des LDL vers les HDL. Ces processus ont 
pour conséquences d’augmenter la part de lipoprotéines de basse densité par rapport aux 
HDL, mais aussi de rendre plus disponible le CE pour son élimination via le récepteur aux 
LDL (LDL-R) [109], [112]. Son rôle pro- ou anti-athérogénique est discutable. Il est a noté 
que, contrairement à l’homme, la souris n’exprime pas la CETP. 
La PLTP plasmatique est une protéine de 81kDa et fait partie de la famille des 
protéines de transfert de lipides comme la CETP. Cette enzyme permet les échanges de PL, 
mais aussi de liposaccharides et de cholestérol libre, entre les lipoprotéines apoB-
lipoprotéines riches en TG (VLDL/LDL) vers les HDL. Cette activité altère la composition 
lipidique de la lipoprotéine et déstabilise l’apolipoprotéine associée, ce qui conduit, dans le 
cas des HDL, à la libération d’une apoA-I faiblement lipidée [113].  
 
         I-4.2.3. Lipase hépatique (LH) et lipase endothéliale (LE).  
            La LH et la LE sont des membres de la famille des lipases de TG et diffèrent par leur 
activité hydrolytique spécifique. La LH est une protéine de 499 acides aminés majoritairement 
produite par le foie. Elle peut à la fois avoir l’activité lipase de TG et l’activité phospholipase, 
tandis que la LE possède principalement l’activité phospholipase. La LE n’est quant à elle 
formée que de 500 acides aminés et est exprimée par les cellules endothéliales ainsi que par 
les hépatocytes et les macrophages. Ces deux lipases permettent l’hydrolyse des TG et des PL 
ce qui aboutit à la conversion des HDL larges en HDL plus petites. In fine, elles modifient le 
taux de lipides et le contenu en apoA-I des HDL [114]. 
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      I-4.3. Élimination du cholestérol par le foie 
         I-4.3.1. SR-BI 
Le SR-BI est très exprimé au niveau du foie, où il contribue à la captation sélective du 
cholestérol estérifié contenu dans les lipoprotéines, en particulier celui des HDL. La 
génération par Huby et al, par le système CRE/Lox, de souris hypomorphes n’exprimant pas 
SR-BI dans le foie, souris hypomSR-BI-KOliver, suggère une forte implication de SR-BI 
hépatique dans le métabolisme du HDL-Cholestérol (HDL-C). Cependant, l’insertion de loxP 
sur le gène SR-BI induit une diminution de l’expression de SR-BI dans tous les tissus (souris 
hypomSR-BI) et leur profil lipidique varie sensiblement par rapport aux souris WT. Les taux 
plasmatiques de cholestérol total (TC) et FC, mesurés chez les différents types de souris, 
montrent que SR-BI hépatique est fortement impliqué dans la régulation du FC plasmatique, 
qui augmente en absence de SR-BI dans le foie. On observe aussi chez les hypomSR-BI-
KOliver une très forte augmentation des taux plasmatiques HDL-C, associée à une 
augmentation de la taille des HDL, mais aussi une augmentation des taux plasmatiques de 
LDL-C et VLDL-C, comme chez les SR-BI-/-. Cette augmentation plasmatique du taux de 
cholestérol induit une augmentation dans la taille des lésions athérosclérotiques chez les 
souris hypomSR-BI-KOliver en comparaison avec les souris contrôles. Cependant, l’expression 
du récepteur dans les tissus périphériques permet de diminuer tout de même le développement 
de l’athérosclérose en comparaison aux souris SR-BI-/- [115]. Ceci indique un rôle de SR-BI 
dans les tissus périphériques, ce rôle sera plus détaillé en partie II-2.2.  
La souris n’exprimant pas la CETP, des souris transgéniques exprimant la CETP ont 
été générées pour se rapprocher du modèle humain. Il a ainsi été obtenu les souris hypomSR-
BI-KOliver/CETP et SR-BI-/-/CETP montrant que la CETP permet de diminuer le taux de 
cholestérol plasmatique de ces souris. L’expression de la CETP chez ces souris permet aussi 
d’augmenter la captation par le foie du cholestérol ainsi que de diminuer l’athérosclérose dans 
les souris n’exprimant pas SR-BI [116].  
Ces études ont permis de montrer un rôle essentiel du SR-BI dans l’élimination du 
cholestérol, ainsi que dans les mécanismes athéroprotecteurs. Cependant, on remarque aussi 
que l’expression de SR-BI dans les tissus périphériques est non négligeable dans ces 
mécanismes. 
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         I-4.3.2. Voie ecto-F1-ATPase / P2Y13.  
Notre laboratoire a pu mettre en évidence l’implication de l’activité de l’ecto-F1-
ATPase dans l’endocytose hépatique des HDL entières (ou holo-HDL, correspondant à la 
partie protéique et sa partie lipidique) via un récepteur de basse affinité distinct de SR-BI et 
d’ABCA1. Dans des hépatocytes humains (HepG2) l’activité de l’ecto-F1-ATPase peut être 
modulée par son ligand activateur, l’apoA-I, et son inhibiteur naturel, l’IF1, qui augmentent et 
inhibent respectivement l’activité ATPasique de l’ecto-F1-ATPase et ainsi, les taux 
d’endocytose des HDL. À la membrane plasmique, l’activité de la F1-ATPase consiste 
seulement à hydrolyser l’ATP et l’ajout d’ADP dans le milieu d’incubation des HepG2 induit 
l’endocytose des HDL de façon similaire à l’apoA-I. Cette étude suggère l’implication d’un 
récepteur purinergique couplé à la production d’ADP de l’ecto-F1-ATPase pour l’endocytose 
des HDL. La famille de récepteurs P2Y comprend 3 récepteurs sensibles à l’ADP : le P2Y1, le 
P2Y12 et le P2Y13.  
L’utilisation de siRNA dirigé contre le P2Y13 a permis de l’identifier comme étant le 
P2Y récepteur impliqué dans l’endocytose des HDL [117], via la liaison de l’apoA-I à l’ecto-
F1-ATPase et sa production d’ADP [118]. Une autre étude du laboratoire a permis de mettre 
en évidence la voie de signalisation en aval du P2Y13 impliquée dans ce mécanisme : la voie 
RhoA/ROCK-1 [119] (Figure 30).  
Des souris déficientes pour le récepteur P2Y13 ont des sécrétions de lipides biliaires 
(cholestérol, phospholipides et acides biliaires) diminuées par rapport à des souris sauvages, 
ainsi qu’une baisse du RCT des macrophages vers les fèces. Inversement, un agoniste partiel 
du récepteur P2Y13, le cangrelor, stimule le métabolisme hepato-biliaire du cholestérol chez 
des souris sauvages mais n’a plus d’effet chez les souris déficientes pour P2Y13 [120], [121]. 
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Figure 30 : Représentation schématique de la voie de signalisation ecto-F1-ATPase / P2Y13 dans les cellules hépatiques. 
L’apoA-I en se fixant sur l’ecto-F1-ATPase active la production d’ADP, qui peut être inhibée par l’inhibiteur naturel de la 
F1-ATPase l’IF1. L’ADP va alors activer le P2Y13 et va va déclencher la voie RhoA/ROCK-1 en aval pour induire 
l’endocytose de la particule entière de  HDL par un récepteur de basse affinité. 
 
 Le RCT est donc un acteur important des effets athéroprotecteurs des HDL, car il 
permet le recyclage et l’élimination du cholestérol excédentaire des cellules périphériques par 
le foie (Figure 31).  
 
80 
 
 
Figure 31 : Schéma représentatif du RCT. L’efflux de cholestérol se fait par l’intermédiaire de la diffusion aqueuse et par les 
récepteurs SR-BI, ABCA1 et ABCG1. Cet efflux mène à la formation de HDL, qui sous l’action de la CETP, la PLTP, la LE 
et la LH vont être remodelées avant d’être éliminées par le foie. Le CE va être spécifiquement capté via le SR-BI au niveau 
du foie, alors que l’holo-particule de HDL va être captée via la voie ecto-F1-ATPase/P2Y13. Une fois capté par le foie le 
cholestérol va être éliminé sous forme d’acides biliaires [122]. 
 
   I-5. Fonctions des HDL : effets pléïotropiques  
      I-5.1. Effets antioxydants  
Un des effets pléïotropiques des HDL très important, est dû à leur action antioxydante. 
En effet, comme il a été décrit précédemment l’oxydation des PL, portés par les LDL, est un 
facteur majeur de la dysfonction endothéliale (cf. chapitre I). Les HDL portent des enzymes 
antioxydantes telles que la LCAT (décrite précédemment partie I-2.2.1.) et la paraoxonase-1 
(PON-1), qui est connue pour hydrolyser des composés organophosphorés utilisés comme 
insecticides.  
Mackness et al ont mesuré la formation des lipopéroxydes en présence de Cu2+ 
(réagissant avec les LDL) avec ou sans HDL. La péroxydation induite par le Cu2+ peut être 
inhibée par les HDL et cet effet est mimé par la PON-1 seule. Cependant, cette dernière a un 
effet plus important sur la formation des lipopéroxydes. Il est a noté que 85% de la PON-1 
sérique sont associés aux lipoprotéines, ce qui diminue son activité (119 nmol/min/mg de 
protéine HDL) comparé à la PON-1 seule (4126 nmol/min/mg protéine HDL) et explique les 
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différences de résultats entre les HDL et la PON-1 seule [123]. Dans la même équipe, il a été 
observé que la lipopéroxydation était d’autant plus diminuée si la PON-1 est combinée à la 
présence d’apoA-I et de la LCAT [124]. 
Les HDL ont donc des effets antioxydants qui sont principalement dus à leurs 
enzymes associées. En revanche, dans un contexte inflammatoire en présence de dérivés 
réactifs de l’oxygène (ROS), les HDL peuvent être eux aussi oxydés ou subir d’autres 
modifications, telles que la glycation. Herdick et al ont notamment mis en évidence la 
diminution de l’activité de la PON-1 chez des patients diabétiques. La diminution de l’activité 
de la PON-1 a été associée à la forte glycation des HDL chez ces patients, ce qui diminue 
fortement leurs effets antioxydants [125], [126]. 
 
      I-5.2. Effets anti-inflammatoires et anti-infectieux 
 La composante inflammatoire de l’athérosclérose est très étudiée car la maladie, une 
fois initiée, devient inflammatoire et chronique. Il a été montré des effets anti-inflammatoires 
des HDL par l’intermédiaire de l’interaction de l’apoA-I avec ABCA1 dans les macrophages. 
En effet, Tang et al ont montré, dans des BHK, que l’apoA-I induit la phosphorylation de 
JAK-2 et sa liaison à ABCA1, ainsi que la phosphorylation de STAT-3 dépendante de JAK-2. 
Il a aussi été observé, sur des macrophages isolés de souris déficientes pour ABCA1 ou 
STAT-3, que la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-6 et TNF-α) en réponse à 
l’apoA-I n’est pas diminuée, contrairement à la réponse des macrophages sauvages. 
L’interaction de l’apoA-I avec ABCA1 induit une phosphorylation de JAK-2, qui à son tour 
va favoriser la phosphorylation d’ABCA1 sur des sites de liaison pour permettre le 
recrutement et l’activation de STAT-3. Ce processus a pour conséquence de diminuer 
l’inflammation, en diminuant la sécrétion de IL-6 et du TNF- α  [127]. 
Les rafts peuvent servir de plateforme aux récepteurs de l’immunité innée et donc 
peuvent répondre aux signaux inflammatoires, comme par exemple le Toll-Like Receptor -4 
(TLR-4) et son agoniste le lipopolysacaccharide (LPS). En effet, dans des macrophages de 
souris déficientes pour ABCG1 et traités au LPS, ceux-ci montrent une réponse exagérée dans 
la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (MCP-1, TNF-α, IL-6). La perturbation de 
l’environnement membranaire d’ABCG1, module la réponse inflammatoire due au LPS et 
l’expression d’ABCG1 à la membrane plasmique. En effet, l’accumulation de cholestérol 
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dans les macrophages déficients pour ABCG1 augmente la réponse inflammatoire via 
l’augmentation de l’expression de NF-κB. Les mouvements de cholestérol dirigés par ABCG1 
permettent la diminution de la réponse inflammatoire en diminuant la transcription des gènes 
des cytokines via NF-κB [128]. 
 Les HDL présentent des effets anti-infectieux, observés notamment par Figueirêdo et 
al. En effet, ils ont remarqué que l’activité de l’entérohémolysine (EHly), une cytolysine 
produite par Escherichia coli, est inhibée par un élément présent dans le plasma. L’activité 
hémolytique de la EHly a été testée sur des érythrocytes de cheval en présence de doses 
croissantes de cholestérol et se trouve inhibée de manière dose-dépendante. De manière 
générale, cet effet a été montré avec les autres lipoprotéines (VLDL et LDL) mais le 
cholestérol porté par les HDL est le plus efficace vis-à-vis de cette inhibition. Le rôle anti-
infectieux des HDL passant vraisemblablement par la séquestration des agents infectieux 
[129].  
Levine et al ont, par ailleurs, montré que les HDL peuvent lier le LPS et en diminuer 
la pathogénicité. Des souris Tg(OHSA-A-I)179 ou Tg(OHSA-A-I)245, contenant le gène 
humain de l’apoA-I de 11,5 ou 2,2 kb, ont ensuite été croisées avec des souris non 
transgéniques pour obtenir des souris contrôles n’exprimant pas le transgène et 4 autres 
modèles de souris présentant des concentrations de HDL allant de 90mg/ml à 120mg/ml. Le 
taux de survie des souris au LPS est corrélé avec le taux de cholestérol des souris. 
L’internalisation du LPS marqué à l’ [
125I] est aussi corrélée avec le taux de HDL. Ils ont ainsi 
pu établir un modèle de séquestration du LPS par les HDL (Figure 32) [130]. 
 
 
Figure 32 : Modèle de liaison du LPS au HDL pour son inactivation, d’après Lévine et al, PNAS, 1993.  
83 
 
En conclusion, différents mécanismes sont déclenchés par les HDL pour induire des 
effets anti-inflammatoires et anti-infectieux. Ainsi, les HDL3 par l’efflux de cholestérol via 
ACBG1 et l’apoA-I via ABCA1 permettent l’inhibition de la voie NF-κB et ainsi la 
diminution de l’inflammation. Les mouvements de cholestérol dirigés par ABCG1 agissent en 
synergie de ce processus en déstabilisant l’environnement du TLR-4 à la membrane cellulaire. 
Enfin, les HDL sont capables de séquestrer des agents infectieux pour en inhiber la 
pathogénicité. 
 
      I-5.3. Effets anti-thrombotiques  
 Les HDL ont été montrées comme pouvant interagir directement avec les plaquettes 
pour moduler leur agrégation et ainsi diminuer les risques de thrombose. Chez la souris apoA-
I-déficientes (apoaI-/-), Nofer et al ont observé une liaison augmentée du fibrinogène (couplé 
FITC) et anti-CD62P (couplé FITC) à la surface des plaquettes par leur exposition au 
collagène [131]. De plus Brodde et al ont étudié la liaison des HDL3 sur des plaquettes et ont 
montré que cette liaison s’effectue par l’intermédiaire de SR-BI. La cascade de signalisation 
intracellulaire déclenchée par la liaison des HDL, via apoA-I, sur SR-BI, implique l’activation 
de la PLC et la production de diacylglycérol (DAG) et in fine l’activation de la PKC [132]. 
Ces mécanismes mènent à la diminution de l’agrégation plaquettaire et donc limite 
l’apparition des thrombus. 
 
      I-5.4. Effets sur la paroi vasculaire 
         I-5.4.1. Effets anti-inflammatoires  
 Comme il a été décrit dans le chapitre 1, l’inflammation est entretenue par l’expression 
à la surface des cellules endothéliales des molécules d’adhésion, principalement VCAM-1, 
ICAM-1 et des E-Selectines. Des HDL reconstituées inhibent l’expression des E-Selectines in 
vitro sur des cellules endothéliales aortiques de porc (PAEC), cette inhibition est retrouvée in 
vivo chez le cochon [133]. Une autre équipe a aussi montré dans un modèle in vivo de lésion 
artérielle chez le lapin que les HDL et l’apoA-I inhibent l’expression de ICAM-1 et VCAM-1 
[134]. 
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         I-5.4.2. Effets anti-protéases et anti-apoptotiques 
 Il été mis en évidence le rôle des HDL dans la prévention de l’apoptose des cellules 
endothéliales via l’inhibition de l’activité protéase de CPP32-like, qui est une protéase de la 
même famille que la Caspase-3, très fortement impliquée dans ces processus. L’activité 
protéolytique de CPP32-like sur des HUVEC est augmentée par le TNF-α, mais la présence 
des HDL inhibe l’activité de la protéase et permet ainsi la diminution de l’apoptose des 
cellules endothéliales [135].  L’élastase est une protéase relarguée par les neutrophiles activés 
et représente un facteur perturbant de la perméabilité endothéliale. Les HDL sont capables de 
transporter l’α-antitrypsine (AAT), un inhibiteur de l’élastase. Dans des conditions mimant 
une ischémie sur des cellules endothéliales humaines de cerveau (hBEC), la présence de 
neutrophiles augmente la production de MMP-9 et d’élastase. Cette production est inhibée en 
présence de HDL ou de AAT [136]. Dans une autre équipe, les mêmes observations ont été 
faites dans un modèle de cellules musculaires lisses aortique humaines (VSMC), confirmant 
le rôle anti-protéolytique des HDL [137]. 
D’autre part l’apoptose cellulaire, stimulée entre autres par les LDL oxydées (LDLox), 
joue une part importante dans le développement de l’athérosclérose. Il a été montré que les 
HDL peuvent prévenir des effets délétères des LDLox sur des cellules aortiques de bœuf 
(BAEC) et que l’intégrité de l’apoA-I en est un facteur déterminant. L’apoA-I augmente la 
résistance des cellules endothéliales vis-à-vis des LDLox en bloquant la signalisation 
cellulaire pro-apoptotique, par l’inhibition du pic de Ca2+ intracellulaire, cet effet est 
augmenté proportionnellement à la durée de contact des HDL avec les cellules endothéliales 
[138]. Une étude récente a montré que les HDL de patients sains pouvaient, contrairement à 
ceux de patients atteints de maladies coronariennes, induire l’expression de la protéine anti-
apoptotique de Bcl-xl sur des cellules endothéliales aortique humaines (HAEC) [139]. 
 
         I-5.4.3. Effets pro-prolifératifs et production de NO 
Seetharam et al ont montré que les HDL sont capables d’induire la migration des 
BAEC de manière dose-dépendante et comparable au VEGF. Ce processus est dépendant de 
la production de NO par les BAEC. Dans un modèle de lésion artérielle chez des souris 
invalidées pour l’apoA-I (apoA-I-/-), la réendothélialisation est altérée comparée à des souris 
WT. Ce défaut de réendothélialisation peut être contrebalancé par l’injection d’un adénovirus 
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contenant l’apoA-I. L’altération de la réendothélialisation est aussi observé chez des souris 
invalidées pour SR-BI [140]. La prolifération des cellules endothéliales passe par l’activation 
du SR-BI par l’apoA-I portée par les HDL. Ce phénomène est aussi dépendant de la 
production de NO par les HDL. 
Les HDL ont donc bon nombre d’effets sur la paroi vasculaire : ils permettent la 
diminution de l’inflammation, ils sont associés à des inhibiteurs tels que AAT et préviennent 
ainsi la dysfonction endothéliale. Ils protègent l’endothélium de l’apoptose et augmente sa 
capacité de régénération, de même que la production de NO, qui est un facteur très important 
dans la protection endothéliale (Figure 33). 
 
 
 
 
 
Figure 33 : Schéma récapitulatif des effets pléïotropiques des HDL. 
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II- HDL et endothélium : récepteurs et voies de signalisation. 
Comme il a été précédemment décrit, les HDL grâce à leur rôle dans le RCT sont 
considérées comme athéroprotecteurs, mais elles ont aussi de nombreux autres effets et 
notamment sur l’endothélium. Nous allons ici détailler les voies de signalisation des 
récepteurs impliqués dans les effets biologiques des HDL sur l’endothélium. 
 
   II-1. Voies de signalisation des récepteurs aux HDL dans l’endothélium 
      II-1.1. Les ABC transporteur A1 et G1  
ABCA1 au niveau de l’endothélium est peu exprimé et participe peu à l’efflux de 
cholestérol, mais il peut être régulé positivement par l’augmentation du taux de LDL. En 
effet, en conditions pathologiques, c’est-à-dire exposées à de fort taux de LDL, les HUVEC et 
les HAEC voient leur taux d’expression de ABCA1 augmenter. Dans ce cas, l’ajout d’apoA-I 
augmente encore plus l’efflux de cholestérol dirigé par ABCA1. La surexpression d’ABCA1 
en présence d’apoA-I dans ces cellules a le même effet que l’induction de l’expression 
d’ABCA1 par l’excès de LDL au niveau de l’efflux de cholestérol [141]. Ceci indique un rôle 
important d’ABCA1 au niveau de l’endothélium dans l’efflux de cholestérol vers l’apoA-I en 
condition pathologique. Dans une autre étude, des HUVEC n’exprimant plus ABCA1 voient 
l’expression de la COX-2 et de la PGI-2, via l’activation de p38 MAPK, ERK1/2 et ainsi que 
par la voie JAK-2, largement diminuée. Nous avons déjà décrit dans le chapitre 1 
l’importance de ces voies dans la protection endothéliale. Ces données suggèrent l’implication 
de ces voies de signalisation en aval de l’activation d’ABCA1 par apoA-I et donc 
l’implication d’ABCA1 dans la promotion de la fonction endothéliale [142]. 
ABCG1, comme décrit précédemment participe à l’efflux des 7-oxystérols qui sont 
connus pour avoir des effets néfastes sur la biodisponibilité du NO. Parmi eux se trouve le 7-
ketocholestérol (7-KC) qui est notamment porté par les LDLox. Les artères fémorales de 
souris déficientes pour ABCG1, sous régime hypercholestérolémiant, présentent un profil de 
vasorelaxation plus faible que celles des souris sauvages. Cependant on n’observe pas 
d’augmentation significative du taux de cholestérol, alors que leur taux de 7-KC est supérieur 
à celui des souris sauvages. Il a aussi été observé un découplage de la eNOS sur des aortes 
isolées de souris déficientes pour ABCG1, qui peut être corrélé à la diminution de la 
vasorelaxation par une diminution de la production de NO. Un traitement par le 7-KC sur des 
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HAEC confirme cette hypothèse et les HDL sont capables de prévenir le découplage de la 
eNOS dans les HAEC traitées avec le 7-KC. L’efflux de 7-KC dirigé par ABCG1 vers les 
HDL permet de maintenir l’activité de la eNOS, et ainsi la biodisponibilité du NO et la 
vasorelaxation, en diminuant la production de O2
- [143] (Figure 34). 
 
 
 
Figure 34 : Représentation schématique de la signalisation dépendante de l’efflux de stérol dirigé par ABCA1 et ABCG1. Le 
fixation de l’apoA-I libre sur ABCA1 permet la formation de pré-βHDL ainsi que le recrutement de JAK-2 et de STAT3 qui 
va rejoindre la voie MAPK/ERK, aussi activée en aval d’ABCA1, via la COX-2 et la PGI2, pour induire la vasodilatation. Les 
pré-βHDL formées vont servir de substrat à ABCG1 qui dirige l’efflux de 7-KC et la maturation des pré-βHDL. L’efflux de 7-
KC permet aussi la réduction de la formation de O2
- et ainsi préserve la biodisponibilité du NO pour induire la 
vasodilatation. 
 
 
      II-1.2 Le Scavenger Recepteur – classe B type I 
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Dans l’endothélium, SR-BI participe principalement à la migration des cellules 
endothéliales et à la production NO. En effet, les HDL stimulent la migration des BAEC par 
la formation de lamellipodes, Rac-dépendant, en aval de l’activation de la famille de kinases 
c-Src, activant à son tour, les voies de signalisation en aval des PI3K, Akt et MAPK. Les 
BAEC traitées au L-NAME (inhibiteur de la eNOS) montre que la migration des cellules 
endothéliales est dépendante du NO. L’expression de SR-BI est nécessaire à l’activation de 
ces voies de signalisation dans les cellules endothéliales. Des souris apoA-I-/- montrent un 
défaut de réendothélialisation, comparées aux souris WT, suite à une lésion électrique de 
l’aorte carotide. Il en est de même pour des souris SR-BI-/- [140]. La migration des cellules 
endothéliales est un facteur très important dans la cicatrisation artérielle et dans le maintien de 
l’intégrité de l’endothélium.  
Dans des HAEC, l’extinction de l’expression de PDZK1, de même que le blocage du 
domaine transmembranaire C-terminal de SR-BI (CTTM) par un anticorps spécifique, inhibe 
l’activation HDL-dépendante de la eNOS. L’absence de PDZK1 a aussi pour conséquence 
l’inhibition de la migration des HAEC. Contrairement à d’autres types cellulaires, l’adressage 
de SR-BI à la membrane plasmique dans les cellules endothéliales ne nécessite pas la 
présence de PDZK1. De même, la liaison des HDL sur SR-BI n’est pas affectées par 
l’absence de PDZK1, mais l’activation, en parallèle, de c-Src est inhibée. Les souris 
déficientes pour PDZK1 présentent, tout comme les souris déficientes pour apoA-I ou pour 
SR-BI, un défaut de réendothélialisation après une lésion artérielle  [144]. L’interaction de 
PDZK1 avec SR-BI est donc essentielle à la signalisation HDL-dépendante de SR-BI, mais 
pas à son adressage à la membrane plasmique dans les cellules endothéliales. Cette intéraction 
est très importante dans la cicatrisation artérielle dépendante de l’apoA-I portée par les HDL.  
Il a aussi été montré, dans plusieurs études, que la liaison des HDL sur SR-BI participe 
à la production de NO. En effet, on retrouve SR-BI et eNOS tous deux exprimés dans les 
cavéoles dans les cellules endothéliales. Il a été montré dans des cellules endothéliales ovines 
(OEC) que la liaison des HDL à SR-BI, via l’apoA-I, permet l’activation de l’eNOS par sa 
phosphorylation sur la Sérine 1179. Cette phosphorylation dépend de l’activation 
indépendante d’Akt et de MAPK par les PI3K. Cette cascade de signalisation est aussi 
dépendante de la liaison de PDZK1 au domaine C-ter de SR-BI [144], [145].  
On constate que les voies de signalisation pour la migration des cellules endothéliales 
et la production de NO ont beaucoup de points communs. Elles ont été récemment complétées 
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par Kimura et al qui ont montré dans des HUVEC, que l’interaction apoA-I/SR-BI active, 
toujours de façon PDZK1 dépendante, la LKB1 et la CaMKK qui phosphorylent la PI3K. 
Cette cascade de signalisation est très similaire à celle activée par le récepteur S1P1 [146]. 
D’autres effets induits par les HDL sont dépendant du SR-BI, comme l’inhibition des 
molécules d’adhérence dépendante de la voie NF-κB, grâce à l’induction de la production de 
NO [147].  
 
 
Figure 35 : Schéma récapitulatif des voies de signalisation dépendantes de SR-BI dans l’endothélium. La fixation des HDL 
via l’apoA-I sur SR-BI entraîne un efflux de cholestérol ester qui est couplé à l’activation de voies intracellulaires. Ces voies 
sont activées par le recrutement en C-ter de la protéine adaptatrice PDZK1 qui va permettre d’activer c-Src, LKB1, CaMKK 
et MAPK. La vasodilatation dépendante de l’activation de l’eNOS est retrouvée en aval de ces différentes voies par 
l’intermédiare de l’activation de la voie PI3K/Akt (activée par c-Src et AMPK, cette dernière activée conjointement par 
LKB1 et CaMKK) et par la voie des MAPK. L’activation de la voie des MAPK induit aussi une migration des cellules 
endothéliales après formation des lamellipodes Rac-dépendante, Rac pouvant être activée aussi par Akt. 
 
 
Pour résumer, l’activation et la voie de signalisation de SR-BI dépendent de sa liaison 
avec les HDL via l’apoA-I ainsi que de l’interaction du cholestérol membranaire avec le 
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CTTM (domaine transmembranaire en C-terminal) qui induit de ce fait l’efflux et déclenche, 
en association avec la liaison de PDZK1 au PDZ-domaine de SR-BI, la signalisation en aval 
de celui-ci. La signalisation passe par l’activation par PDZK1 de Src ainsi que de LKB1 et 
CaMKK dont les mécanismes sont encore peu connus. L’activation de la PI3K par Src est 
directe, tandis que celle induite par LKB1 et CaMKK dépendent de l’AMPK. La PI3K va, à 
son tour, activer Akt et MAPK qui vont ensuite, via Rac, déclencher la formation de 
lamellipodes et induire la migration cellulaire des EC. Akt et MAPK vont, en parallèle, 
phosphoryler la eNOS sur la Sérine 1179 et provoquer la production de NO responsable de la 
vasodilatation (Figure 35). 
 
      II-1.3. Les S1P récepteurs  
 Comme il a été décrit dans la partie II-1.3.1. la S1P n’est pas libre dans le plasma 
mais elle est majoritairement liée aux lipoprotéines et particulièrement aux HDL. Il a été 
montré de nombreux effets de la S1P associée aux HDL, le premier étant sa capacité à induire 
la vasodilatation artérielle. En effet, Nofer et al ont comparé la capacité des différents 
constituants des HDL, à induire la relaxation d’un segment d’artère de rat précontracté avec 
de la phényléphrine, par rapport aux HDL entieres (50% environ). Dans cette expérience, les 
auteurs ont observé une relaxation dépendante de la partie lipidique des HDL comparable aux 
HDL entières et ont identifié la S1P comme seul composant lipidique capable de mimer les 
effets des HDL. Ces données suggèrent que la S1P est le composant des HDL impliqué dans 
la vasodilatation [148]. 
 De plus, cette même étude a mis en évidence le mécanisme à l’origine de la 
vasodilatation. Ils ont d’abord montré que la vasorelaxation, de segment d’aorte de rat 
sauvages, dépendante de la S1P associée aux HDL, est inhibée en présence de L-NAME 
(inhibiteur de l’eNOS). De même, la relaxation induite par les HDL de segments d’aorte 
isolés à partir de souris déficientes pour la eNOS est inhibée. Puis, ils ont montré in vitro et ex 
vivo que l’activation de l’eNOS dépendait de sa phosphorylation en Ser1177 par Akt. Dans les 
HUVEC ils ont aussi montré que l’activation de l’eNOS par les HDL était fortement 
dépendante de l’augmentation de la concentration en Ca2+ intracellulaire. Enfin, par 
l’utilisation de souris déficientes pour S1P3, les auteurs ont montré que les effets 
vasodilatateurs de la S1P sont dépendants de l’expression de ce récepteur [148].   
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 Cette même équipe avait déjà auparavant identifé, dans les HUVEC, la voie PI3K/Akt 
dans les processus de survie cellulaire induite par la S1P associée aux HDL [149]. Kimura et 
al, ont complété ces données, dans le même modèle en montrant que la S1P associée aux 
HDL peut induire la prolifération des cellules endothéliales et favoriser la survie cellulaire via 
les récepteurs S1P1 et S1P3. En effet, la migration et la survie des HUVEC induites par la S1P 
ont été fortement inhibées par des siRNA dirigés contre les récepteurs S1P1 et S1P3, en 
présence de HDL portant la S1P. Cependant, la migration cellulaire semble être dirigée par les 
deux récepteurs, alors que la survie cellulaire dépend exclusivement de S1P1 [150].  
 D’autres effets de la S1P portée par les HDL ont pu être mis en évidence, comme son 
implication dans la formation de tube endothéliaux et dans l’angiogénèse. Ces processus 
passent par l’activation des voies Ras et MAPK dans les cellules endothéliales [151]. De plus, 
la S1P possède des effets anti-inflammatoires grâce aux voies activées en aval du S1P1 sur les 
cellules endothéliales. En effet, on retrouve l’activation de la voie PI3K/Akt en aval du S1P1 
qui provoque la diminution de l’expression de ces molécules induite par le TNF-α, et la voie 
dépendante du facteur de transcription NF-κB [152]. La S1P inhibe ainsi l’expression des 
molécules d’adhérence telles que VCAM-1, ICAM-1 et E-selectine par leur régulation 
transcriptionnelle mais aussi grâce à la production de NO qui excerce un rétrocontrôle négatif 
sur NF-κB [153]. 
Cependant, l’activation du S1P2 dans un contexte physiopathologique a été impliquée 
dans des effets délétères de la S1P dans les cellules endothéliales. En effet, la S1P peut 
inhiber la migration cellulaire via une inactivation de Rac par PTEN due au couplage Gα12-13 
de S1P2. Il semble aussi que ce récepteur soit régulé positivement dans un contexte 
physiopathologique car on détecte une augmentation de son expression dans les lésions 
athérosclérotiques et les cellules sénéscentes en culture [97]. Son couplage Gα12-13, lui confère 
aussi la capacité d’activer la voie NF-κB et d’ainsi pouvoir induire l’expression des molécules 
VCAM-1, ICAM-1 et E-selectine. Cette capacité a longtemps été attribuée au S1P3 [154] de 
par son couplage Gα12-13 faute d’études sur le S1P2.  
 La balance de l’expression des différents récepteurs à la S1P en fonction du contexte 
physiopatholigique est déterminant pour les effets qui serront mis en place en présence de S1P 
(Figure 36). 
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Figure 36 : Schéma récapitulatif des voies de signalisation dépendantes des S1P dans l’endothélium. L’activation du S1P1 
induit l’activation de la voie MAPK/ERK/Akt impliquée dans l’angiogénèse. Le S1P1 est aussi à l’origine de l’activation de 
la voie PTEN/Rac induisant la migration des cellules endothéliales pouvant être inhibée par l’expression du S1P2 dans un 
contexte physiopathologique. Les S1P1 et le S1P3 sont capables d’activer la voie PI3K /Akt menant à la phosphorylation de 
l’eNOS et la production de NO et ainsi à la vasodilatation. Le NO ainsi produit inhibe le NF-κB, activé par le récepteur 
 
      II-1.4. La voie F1-ATPase 
Des travaux montrent l’expression de l’ecto-F1-ATPase à la surface des cellules 
endothéliales. Moser et al ont identifié, dans les HUVEC, l’ecto-F1-ATPase comme récepteur 
de l’angiostatine, qui est un dérivé de la protéolyse du plasminogène ayant une forte activité 
antagoniste de l’angiogénèse, de la migration et de la prolifération des cellules endothéliales 
[99], [155] (Figure 37). 
 Des travaux de notre laboratoire, ont montré que l’ecto-F1-ATPase est impliquée dans 
les processus de prolifération endothéliale ainsi que dans les effets anti-apoptotiques de ces 
cellules. En effet, ces travaux ont permis de confirmer la présence de l’ecto-F1-ATPase à la 
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surface des HUVEC et ainsi que sa capacité de lier l’apoA-I libre. De plus, l’apoA-I, en 
activant l’activité ATPasique de l’ecto-F1-ATPase et la production extracellulaire d’ADP, 
stimule la prolifération et a une action anti-apoptotique sur les cellules endothéliales. En 
accord avec ces données, l’ADP est capable de mimer les effets de l’apoA-I, l’hydrolyse de 
l’ATP et les effets prolifératifs et anti-apoptotiques de l’apoA-I. De même qu’avec l’apoA-I, 
ces effets induits par l’ADP sont totalement inhibés par l’IF1 [156]. Cependant, les voies de 
signalisation et les mécanismes impliqués dans ce processus restent à ce jour inconnus. Mais 
notre équipe a déjà montré dans des hépatocytes que l’ecto-F1-ATPase est couplée au 
récepteur à l’ADP, P2Y13. De plus, il se pourrait également qu’un récepteur P2Y à l’ADP soit 
également impliqué en aval de l’ecto-F1-ATPase sur les cellules endotheliales (Figure 37). 
 
 
Figure 37 : L’ecto-F1-ATPase dans l’endothélium. En réponse à l’angiostatine l’ecto-F1-ATPase est à l’origine de l’inibition 
de la migration, la prolifération et l’angiogénèse. En réponse à l’apoA-I l’ecto-F1-ATPase est impliquée dans les proceesus 
de survie cellulaire et de prolifération des cellules endotéliales.Les pointillés indiquent que les mécanismes ne sont pas 
connus. 
 
Les récepteurs à l’ADP, P2Y1 et P2Y12, sont principalement connus pour leur 
implication dans l’agrégation plaquettaire [157]. Cavelier et al ont montré que dans les 
cellules endothéliales (HUVEC), le récepteur P2Y12 est couplé à l’ecto-F1-ATPase dans les 
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processus de transcytose de l’apoA-I et des HDL. Ces processus sont dépendants de la 
production d’ADP par l’activation de l’ecto-F1-ATPase via l’apoA-I et indépendants de SR-
BI et de ABCA1 [158]. L’expression des P2Y dans les cellules endothéliales et leur couplage 
dans ce processus à l’ecto-F1-ATPase en font de bons candidats dans la voie de signalisation 
de la prolifération endothéliale activée par l’apoA-I. 
La mis en évidence de la voie de signalisation en aval de l’activation par l’apoA-I de 
l’ecto-F1-ATPase dans la prolifération des cellules endothéliales est l’objet de ma thèse.  
 
   II-2. Les phosphoinositides 3-kinases (PI3K) : carrefour de la signalisation HDL-
dépendante 
 Après avoir détaillé les voies de signalisation, en aval des S1PR et de SR-BI 
notamment, on constate que ces voies de signalisation se croisent au niveau de la voie 
PI3K/Akt. Cette voie de signalisation est très connue pour être impliquée dans les processus 
pro-prolifératifs des cellules endothéliales et dans l’activation de la eNOS. Les PI3K sont des 
lipides kinases qui ont pour substrat les phosphatidylinositol (PtdIns), elles phosphorylent le 
groupement hydroxyle en position 3 du noyau inositol du PtdIns, du PtdIns-4-phosphate 
(PtdIns4P) et du PtdIns -4,5-bisphosphate (PtdIns(4,5)P2) (Figure 38).  
 
 
Figure 38 : Structure des phosphoinositides. Ils sont constitués d’un groupement diacylglycérol (DAG) relié au noyau 
inositol (NI) par une liaison phosphodiester en position  du NI. La flèche rouge représente le site de phosphorylation par les 
PI3K. D’après Hawkins et al., 2006, Morton lecture. 
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Elles forment ainsi respectivement le PI3P, le PI(3,4)P2 (PIP2) et le PI(3,4,5)P3 (PIP3), 
ils peuvent interagir avec les domaines Pleckstrin Homology (PH), phox homology (PX) et 
FYVE présents sur une grande variété de molécules de signalisation. Les PtdIns ainsi formés 
sont donc à l’origine d’une multitude de processus biologiques et leur formation dépend des 
différentes isoformes de PI3K. Elles sont au nombre de 8 et sont réparties en 3 classes (I, II, 
III), qui se distinguent de par leurs structures et leurs substrats [159]. 
 
      II-2.1. Structure et régulation des PI3K de Classe I 
 Les PI3K de classe I sont des hétérodimères composés d’une sous-unité catalytique 
liée à une sous-unité régulatrice. Les sous-unités régulatrices sont réparties en 2 familles, p85 
et p101/p84, qui sont à l’origine de la division de la classe I en 2 sous-classes IA et IB. 
 
        II-2.1.1. Les sous-unités catalytiques 
 Les sous-unités catalytiques font environ 110kDa (d’où leur nom) et sont pour la 
classe IA : p110α, p110β et p110δ et pour la classe IB la p110γ, qui est la seule représentante 
de cette classe. Elles possèdent un domaine de liaison à la sous-unité régulatrice RegPr 
(Regulatory Protein Binding domain), un domaine de liaison à ras (Ras-Binding Domain, 
RBD), un domaine C2, un domaine en α-hélicoïdal (PIK) et un domaine catalytique (kinase 
domain) (Figure 39) [160]. Alors que les isoformes α et β sont exprimées de façon 
ubiquitaire, les isoformes γ et δ présentent un profil d’expression restreint. Ces 2 isoformes 
sont fortement exprimées au niveau du système immunitaire et l’on retrouve également un 
taux d’expression plus faible pour la γ au niveau du système cardiovasculaire. 
 
        II-2.1.2. Les sous-unités régulatrices 
 Pour la classe IA, ce sont les sous-unités p85 (α et β) mais aussi p50, p55 (α et γ) qui 
sont issues d’un épissage alternatif de p85. Elles présentent toutes un domaine Src Homology-
2 (SH2) permettant la liaison aux résidus phosphorylés de Tyrosine (pTyr) dans une séquence 
d’acides aminés bien précise (cf. II-3.2.1), un autre domaine SH2 riche en Proline en N-
terminal (N-SH2) et un domaine de liaison à la sous-unité catalytique, p110. Les p85 α et β 
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ont aussi, côté N-ter après le domaine N-SH2, un domaine SH3, deuxième domaine riche en 
Proline, et un domaine homologue du BCR (BH) pouvant contenir une Protéine GTPase-
Activatrive (GAP). La GAP permet aux PI3K de pouvoir interagir avec les petites GTPases 
telles que Rac, Rho ou encore Cdc42. Les sous-unités p85 peuvent se lier indifféremment aux 
différentes isoformes de classe IA, ce qui donne un potentiel de 15 combinaisons différentes. 
Les implications au niveau de la signalisation cellulaire de ces différentes combinaisons ne 
sont pas encore clairement établies. Il semble toutefois que chaque sous-unité régulatrice ait 
un rôle bien distinct [160] (Figure 39). 
 La classe IB quant à elle s’associe avec la sous-unité p101 ou p84, en fonction du type 
cellulaire, qui présente un domaine de liaison à la sous-unité catalytique, p110 et un domaine 
de liaison Gβγ. Ces deux sous-unités ont une distribution différente et ont donc des rôles 
différents qui consistent à générer différents pools de PIP3 qui n’auront pas les mêmes 
conséquences au niveau cellulaire. Ainsi l’on retrouve la p101 majoritairement exprimée dans 
les neutrophiles et les lymphocytes tandis que la p84/87 est plutôt fortement exprimée dans 
les mastocytes [161] (Figure 39).  
 
 
Figure 39 : Structure des sous-unités catalytiques et régulatrices des PI3K de classe I.  
 
 
 
        II-2.1.3. Mode d’activation des PI3K de classe I 
 L’activation des récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK) par leur ligand permet le 
recrutement des complexes p85-p110 via les domaines SH2 présents sur p85 qui reconnait 
spécifiquement les résidus Tyrosine phosphorylés (pTyr) dans un motif particulier YXXM. 
Ce motif est retrouvé dans la partie cytoplasmique des RTK ou de protéines adaptatrices telles 
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que Grb2 ou Gab1/2. Ainsi les isoformes de PI3K de la classe IA peuvent être activées en 
aval de récepteurs tel que l’Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR), le récepteur Insulin-
like growth factor-1 (IGF-1) ou encore certains récepteurs aux interleukines (IL-1, TLR, 
TNF-α). Ce recrutement à la membrane des p110 permet de mettre en présence les PI3K avec 
leur substrat. Ce mode d’activation a été montré par Yamamoto et al dans un modèle de 
lignée cellulaire fibroblastique de souris (LISN C4). En effet, dans ces cellules, l’activité des 
PI3K est associée à l’autophosphorylation de l’IGF-1 et est dépendante de l’intégrité du 
domaine SH2 de p85 [162], [163].  
  La PI3Kγ, appartenant à la classe IB, se lie à p101 ou p87 qui ne partagent pas 
d’homologie avec p85, elle n’est pas activée en aval des RTK, mais en aval des RCPG via 
Gβγ. Ainsi, le schéma classique propose un mécanisme d’activation des PI3K de classe IA en 
aval des RTK, ou de récepteurs associés à des tyrosines kinase, et un mécanisme d’activation 
spécifique des RCPG pour la PI3K de classe IB. Toutefois, il semble que ce schéma soit plus 
compliqué. En effet, alors que la PI3Kβ présente une structure prédisant une activation par les 
RTK, de récents travaux semblent démontrer que cette kinase est essentiellement retrouvée en 
aval des RCPG [164]. Une étude in vitro, plus ancienne, avait déjà proposé un mode 
d’activation particulier de l’isoforme β faisant intervenir une coopération entre les RTK et 
Gβγ. En effet, dans cette étude, des protéines de foie de rat ont été utilisées pour tester 
l’activité des PI3K en réponse à Gβγ, l’activité de PI3Kβ est sensible à l’hétérodimère Gβγ. 
Sachant que la PI3Kβ a été montrée activée en aval des RTK, les auteurs ont testé ensuite son 
activité en réponse à un peptide contenant le motif YXXM (NGDYMPMSPKS) en présence 
de Gβγ. La présence du peptide, en plus de Gβγ, augmente l’activité de la PI3Kβ. Ces 
résultats ont été confirmés dans un modèle de cellules COS-7, dans lequel la surexpression de 
l’ADN complémentaire (ADNc) de la PI3Kβ augmente la formation de PIP3 en présence du 
peptide ou de Gβγ. La présence du peptide et de Gβγ montre une action en synergie de ces 
deux effecteurs, de l’activité de la PI3Kβ [165], [166]. 
Kurig et al ont identifié un autre effecteur pouvant activer les PI3K : Ras, qui est une 
petite protéine GTPase activée en aval de RTK ou de GPCR et qui peut se lier aux PI3K sur 
leur domaine RBD. La PI3Kγ est retrouvée sous forme de deux dimères : p87/p110γ ou 
p101/p110γ. Cette étude montre que l’activation de ces deux dimères ne répond pas aux 
mêmes critères. Ainsi, le dimère p87/p110γ ne répond pas aussi bien que p101/p110γ à Gβγ, 
mais la co-activation par Ras et Gβγ rétablit la pleine activité de p87/p110γ comparable à 
celle de p101/p110γ. Une autre étude par Gupta et al a testé la liaison dans un modèle de 
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cellules, COS-7, entre la PI3Kα mutée dans le domaine RBD et Ras. Les mutations T208D et 
K227A seules ou ensemble empêchent la liaison de la PI3K avec Ras [167], [168]. 
Le mode d’activation de la PI3K dépend de leur structure. Ainsi les 2 dimères de la 
PI3Kγ ne répondent pas aux mêmes effecteurs, la PI3Kβ malgré une prédilection des PI3K de 
classe IA à être activées en aval des RTK est aussi activée par Gβγ. La GTPase Ras peut aussi 
activer PI3Kγ et PI3Kα (Figure 40).  
 
Figure 40 : Mode d’activation des différentes isoformes de PI3K de classe I. Les isoformes α et δ sont recrutées en aval des 
RTK via la phosphorylation de la pTyr du motif YXXM, mais aussi par Ras elle-même recrutée par les RTK. L’isoforme α 
peut être inhibée par Gαq en aval des RCPG. L’isoforme β est recrutée par les RTK, Ras et l’hétérodimère Gβγ en aval des 
RCPG. L’isoforme γ est recrutée par Ras et par Gβγ en aval des RCPG. D’après Vanhaesebroeck et al, Nature Reviews : 
Molecular Cell Biology, 2010. 
 
      II-2.2. Structure et régulation des PI3K de Classe II 
 Les PI3K de classe II n’ont pas de sous-unités régulatrices et ont une structure proche 
de celle des PI3K de classe I. On remarque en revanche qu’elles possèdent des extensions en 
N-ter et C-ter, mais ne présentent pas de domaine RegPr en N-ter, mais des régions riches en 
Proline. En C-ter elles ont un domaine C2 en plus, d’où leur nom de PI3K-C2, ainsi qu’un 
domaine PX. On compte trois isoformes de classe II : α, β et γ, qui se distinguent de part leur 
extrémité N-ter plus ou moins longue. La PI3K-C2α possède aussi un domaine de liaison aux 
clathrines [169] (Figure 41). L’expression des isoformes α et β semble largement répandue 
mais pas ubiquitaire, tandis que l’isoforme γ est spécifiquement exprimée dans le foie. Leur 
production de lipides a été étudiée [170] et il est communément admis que les PI3K de classe 
II ne forment pas de PIP3, mais ont comme substrats préférentiels le PtdIns et le PI4P et 
permettent donc la formation de PI3P et de PI(3,4)P2 [171]. 
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Figure 41 : Structure des PI3K de classe III. 
 
Les PI3K de classe II sont principalement localisées aux membranes intracellulaires et 
notamment aux endosomes quand elles ne sont pas activées, où elles participent à la formation 
du pool de PI3P endosomal [172]. Cependant, l’activation des PI3K de classe II induit leur 
relocalisation à la membrane plasmique où les isoformes α et β ont été montré associées aux 
clathrines. En effet, Gaidarov et al ont montré que les clathrines fonctionnent comme 
adaptatrices de la PI3K-C2α en se liant à la région N-terminale et qu’elles stimulent son 
activité catalytique [173].  
La localisation à la membrane de la PI3K-C2α et son activation dépendent aussi de la 
signalisation activée par l’insuline. Il a déjà été montré que l’insuline induit la formation de 
PI3P au niveau de l’endosome. L’équipe de Falasca a mis en évidence que cette génération de 
PI3P est dépendante de l’activité de la PI3K-C2α. De plus, ils ont montré que l’insuline induit 
sa localisation à la membrane plasmique via la GTPase TC10 [174]. 
Une étude de Wheeler et Domin, a permis d’étudier le rôle de l’extrémité N-terminale 
riches en proline de la PI3K-C2β dans son recrutement par l'EGFR activé et la régulation de 
l'activité de lipide kinase. La purification par affinité de lysats cellulaires, en utilisant un 
fragment N-terminal de la PI3K-C2β, a aussi révélé une interaction avec la chaîne lourde de la 
clathrine. Ils ont aussi montré que l’activité de la PI3K-C2β était dépendante de l’activation 
de l’EGFR mais aussi du recrutement de la protéine adaptatrice Grb2. La PI3K-C2β associée 
à la clathrine établit un lien entre la signalisation cellulaire dépendante du RTK et le transport 
vésiculaire dépendant des clathrines [175]. 
Ces études suggèrent que les PI3K de classe II peuvent être activées en aval de RTK 
ou de RCPG et que leur localisation est principalement à la membrane des compartiments 
intracellulaires, notamment dans l’endosome (Figure 43). 
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      II-2.3. Structure et régulation des PI3K de Classe III 
 Cette classe ne contient qu’une seule isoforme : l’homologue de la Vacuolar Protein 
Sorting 34 (Vps34) identifiée chez la levure, dont l’expression est ubiquitaire chez les 
mammifères. C’est un hétérodimère composé de p150, homologue du Vps15 chez la levure, et 
de Vps34 (p150-Vps34), qui est myristoylé sur la p150 et qui permet à ce complexe d’être 
ancré à la MP. Sa structure est proche de celles des autres classes de PI3K, c’est-à-dire qu’elle 
contient sur la Vps34 le domaine Kinase, le domaine C2 et le domaine PIK. La sous-unité 
p150 comprend elle aussi un domaine catalytique (qui semble inactif), un domaine HEAT, qui 
permet l’interaction protéine-protéine et un domaine WB, qui présente des caractéristiques 
proches d’une sous-unité Gβ et qui est essentiel pour l’interaction avec RAB5-GTP. Pour être 
actif, le complexe p150-Vps34 doit se lier en multi-complexe qui peut avoir alors une large 
gamme d’effets biologiques [160] (Figure 42). 
 
 
Figure 42 : Structure de la PI3K de classe III et de sa sous-unité régulatrice. 
 
 La production de PI3P dirigée par Vps34, dans des HEK293 ou des Hela, a été montré 
activée en présence d’acides aminés [176], mais aussi en présence de glucose [177]. Il est a 
noté que dans la levure le Gpa1 (qui est un RCPG) est présent à l’endosome et induit la 
production de PI3P [178]. 
 Les PI3K des différentes classes présentent des différences notables dans leurs 
structures et leur mode d’activation (Figure 43). Leurs différences de substrat leur confèrent 
des rôles bien particuliers qui seront détaillés dans la partie suivante en se focalisant sur le 
rôle des PI3K dans les cellules endothéliales. 
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Figure 43 : Les différents modes d’activation des PI3K. Les PI3K de classe I peuvent être activées en aval de RTK (α, β et δ) 
mais aussi par la protéine Ras (α, β, δ et γ) ainsi que par l’hétérodimère Gβγ en aval des RCPG (β et γ). Les PI3K de classe II 
sont retrouvées recrutées en aval de RTK ou de GPCR (aucune précision sur le recrutement de l’isoforme γ n’est à l’heure 
actuelle définie). La PI3K de classe III, Vps34 est activée en présence de nutriments (ex : glucose) ou d’acides aminés, ainsi 
que par des RCPG (dans la levure). D’après Graupera et Potente, Exp Cell Res, 2013. 
 
   II-3. Rôles des PI3K dans l’endothelium  
      II-3.1. Rôles des PI3K de classe I 
Les PI3K de classe I forment principalement du PIP2 et du PIP3, ces 2 
phosphoinositides dirigent la localisation et l'activité de multiples protéines. En effet, ils 
reconnaissent le domaine PH porté par certaines protéines effectrices, parmi lesquelles 
figurent les protéines sérine/thréonine et tyrosine kinases, comme par exemple, Akt et Btk, 
respectivement. De même que les protéines adaptatrices comme GAB2, ou encore les petites 
GTPases (Bpa) et les facteurs d'échange guanine-nucléotide (Gef). La cible du PIP3 la plus 
étudiée est Akt, qui est recrutée à la membrane plasmique par le PIP3, permettant sa 
phosphorylation sur la Serine 473 (Ser473) par mTORC2 et/ou la Thréonine 308 (Thr308) par 
PDK1, ce qui lui permet à son tour d’activer de nombreuses voies de signalisation [179] 
(Figure 44). Akt est souvent utilisé comme témoin de l’activation des PI3K de classe I, on 
parle de la voie PI3K/Akt. 
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Figure 44: Voies de signalisation des PI3K de classe I via Akt. Le PIP3 (PtdIns(3,4,5)P3) formé à partir du PIP2 
(PtdIns(4,5)P2) par l’action des PI3K de classe I va induire l’activation d’Akt en se fixant à son PH et permettre son 
recrutement à la membrane où elle pourra être phosphorylée en Ser473 et/ou en Thr308. Une fois activée Akt va pourvoir à 
sont tour activer ou inhiber ces cibles. D’après Graupera et Potente, Exp Cell Res, 2013. 
 
 Dans la partie précédente nous avons pu voir que les PI3K sont fortement impliquées 
dans la vasodilatation, la survie cellulaire, la diminution de l’inflammation et la 
migration/prolifération des cellules endothéliales en réponse aux HDL. Cependant, les HDL 
ne sont pas les seules à permettre le recrutement des PI3K et celles-ci sont impliquées dans 
d’autres fonctions dans la paroi vasculaire et en réponse à d’autres stimuli. En effet, Thakker 
et al ont montré dans des HUVEC que l’activité des PI3K était essentielle en réponse au 
VEGF dans la prolifération des cellules endothéliales. Les auteurs ont mis en évidence 
l’association de p85 au VEGFR-2 (Flk-1) et après traitement des cellules par le VEGF, ils ont 
observé une augmentation de l’activité PI3K ainsi que l’activation de la voie MAPK et de la 
voie ERK menant à la transcription de c-Fos. c-Fos permet l’entrée de la cellule dans la phase 
S et donc la prolifération des cellules endothéliales. En présence d’un inhibiteur de PI3K, la 
wortmanine, les MAPK et c-Fos ne sont pas activées et on observe une diminution de la 
prolifération des cellules endothéliales, ceci indique un rôle important des PI3K dans la 
signalisation du VEGFR2 [180]. 
 En plus de la prolifération des cellules endothéliales, les PI3K ont été décrites dans la 
signalisation du système angiopoïétine-Tie impliqué dans la maturation et la morphogénèse 
vasculaire. L’Ang 1 par l’intermédiaire de sa liaison à Tie2 permet le recrutement de p85 et 
l’activation de la voie PI3K/Akt et induit l’activation de l’eNOS, ainsi que l’inactivation de 
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FOXO et de la caspase 9 [181]. FOXO est un facteur de transcription qui est localisé au noyau 
en absence de l’activation de PI3K/Akt et qui permet la production de l’Ang 2, qui agit 
comme un antagoniste d’Ang 1 [179]. Une étude in vivo menée par Graupera et al a montré 
l’implication spécifique de l’isoforme α dans l’angiogénèse. Pour cette étude, la génération de 
souris présentant une forme mutée ubiquitaire de la PI3Kα (mutation D933A), appellées 
Kinase Dead (KD) car n’ayant plus de fonction catalytique, a été effectuée. Ce modèle 
PI3Kα
KD montre un défaut de vascularisation de l’embryon et un retard de croissance. Ces 
souris ne sont pas viables : mort de l’embryon à E12.5. Ceci montre que l’isoforme α n’est 
pas impliquée dans les stades précoces du développement de la vascularisation de l’embryon. 
De plus, la génération à l’aide du système Cre/Lox d’un modèle de souris n’exprimant pas la 
PI3Kα spécifiquement dans l’endothélium (PI3K
Tie2cre), montre une léthalité avant E12.5 et un 
défaut de vascularisation similaire au PI3Kα
KD. Cependant, contrairement aux souris PI3KαKD 
qui présentent un retard de croissance, les PI3KTie2cre ne présentent aucun retard de croissance, 
ce qui suggère que le défaut de vascularisation est indépendant de la croissance de l’embryon. 
Ainsi, la PI3Kα est nécessaire dans les cellules endothéliales pour favoriser l'angiogenèse et le 
développement de la structuration vasculaire, et donc la survie des embryons. Cette étude 
montre aussi l’implication très importante de la PI3Kα dans la signalisation des cellules 
endothéliales en réponse au VEGF-A. Enfin, les auteurs ont démontré que la PI3Kα tient une 
place importante dans la migration in vivo et in vitro de la migration via l’activation de RhoA 
[182]. 
 Dans une autre étude, Puri et al. ont cherché à déterminer si un composant "non 
leucocytaire" de l’activité PI3Kγ contribue à l'accumulation des neutrophiles aux sites 
d'inflammation. Pour cela des souris déficientes pour la PI3Kγ (PI3Kγ-/-) ont été traitées au 
LPS dans les poumons puis reconstituées avec des cellules de foie foetal exprimant la GFP 
provenant de donneurs sauvages (WT) ou PI3Kγ-/-. Ensuite, le recrutement des neutrophiles a 
été évalué en suivant la GFP. Le recrutement des neutrophiles en absence totale de PI3K est 
très faible (-84%) par rapport au souris WT et chez les souris chimères, le recrutement 
diminue aussi mais de 45%. Indiquant que la présence de la PI3Kγ dans les neutrophiles n’est 
pas la seule impliquée dans le recrutement de ces derniers. De plus, l'importance de 
l'endothélium dans le recrutement de neutrophiles est démontrée par la capacité de blocage de 
la E-Sélectine par F(ab)2. Il semble aussi que la PI3Kγ dans l’endothélium soit requise pour 
un recrutement plus efficace des neutrophiles [183]. 
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D’autre études dans les cellules endothéliales montrent aussi l’activation de la voie 
PI3K/Akt/eNOS en aval du récepteur à l’insuline, l’Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1) ou 
du VEGFR1, principalement via l’isoforme PI3Kα [180]. Elle est aussi activée en aval de 
récepteurs aux chimiokines SDF-1 et IL-8 (CXCR-4 et CXCR-2, respectivement), ainsi que 
par les intégrines réagissant aux contraintes de cisaillements, dans ces cas on retrouve 
majoritairement les isoformes β et γ [184]. Les effets dans les cellules endothéliales semblent 
majoritairement dirigés par les isoformes α, β et γ (Figure 45).  
  
 
Figure 45 : Schéma récapitulatif des effets et de la signalisation dépendants des PI3K dans les EC et les EPC. D’après 
Morello et al, 2008, Cardiovasc Res. 
 
      II-3.2. Rôles des PI3K de classe II 
 Récemment a été mis en évidence le rôle des PI3K de classe II dans l’endothélium. 
Yoshioka et al, ont ainsi montré chez des souris déficientes pour la PI3K-C2α, que celle-ci 
avait un rôle crucial dans l’angiogénèse. En effet, les embryons présentent un retard de 
croissance à E.8 et meurent prématurément (E10.5–E11.5) dû à un défaut dans la formation 
du système vasculaire. De plus, in vitro dans des HUVEC ils ont aussi impliqué la PI3K-C2α 
dans la migration des cellules endothéliales induite par le VEGF-A, mais l’absence de PI3K-
C2α dans ces cellules n’inhibe pas l’activation d’Akt ou de l’eNOS. En outre, l’absence de la  
PI3K-C2α inhibe l’expression de RhoA et diminue l'activation de Rac1 et de Rap1. Ces deux 
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petites GTPases avec RhoA permettent de stabiliser la VE-cadhérine (VE-C) dans les contacts 
entre les cellules endothéliales et donc dans la stabilité endothéliale. Enfin, ils ont montré que 
la PI3K-C2α était essentielle dans le trafic vésiculaire dépendant des VE-C. Cette étude 
permet donc d’indiquer un rôle de la PI3K-C2α dans l’angiogénèse et la stabilité endothéliale 
par des mécanismes très différents des PI3K de classe I.  
 Dans une autre étude, la même équipe a mis en évidence le rôle central de la PI3K-
C2α dans la signalisation et la migration dépendante de la S1P dans les cellules endothéliales. 
Dans des HUVEC, les auteurs ont montré que l’absence de PI3Kβ et de PI3K-C2α, et dans 
une moindre mesure de PI3K-C2β, diminue fortement la migration des cellules endothéliales 
induite par la S1P. L’extinction de l’expression de la PI3K-C2α induit une plus grande 
inhibition de l’activation de Rac1 et de la formation des lamellipodes dépendantes de S1P que 
l’absence de la PI3Kβ. Cependant, l’absence de la PI3K-C2α ne modifie pas l’activation 
d’Akt par la S1P. L’internalisation du S1P1 suite à son activation par la S1P est inhibée en 
absence de PI3K-C2α mais en absence de la PI3Kβ et semble dépendante de Rac1 mais 
d’Akt. De plus, la présence de la PI3K-C2α est indispensable dans la formation des structures 
tubulaires des cellules endothéliales. Toutes ces données indiquent que la PI3K-C2α participe 
à la signalisation dépendante de la S1P mais avec un mécanisme différent de celui de la 
PI3Kβ [185]. 
 
 Dans la paroi vasculaire les PI3K de classe I et II sont très impliquées dans les 
phénomènes de protection endothéliale et se situent aussi au carrefour de la réponse aux HDL 
et de ses constituants. Les PI3K semblent des cibles privilégiées dans la mise en évidence de 
la voie activée en aval de l’activation par l’apoA-I libre de l’ecto-F1-ATPase, qui fait l’objet 
de ce travail. 
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BUT DU TRAVAIL 
 L’endothélium occupe une place importante dans le développement et dans les 
traitements de l’athérosclérose. En effet, d’une part la dysfonction endothéliale fait partie des 
mécanismes d’initiation de l’athérosclérose, et d’autre part une mauvaise cicatrisation 
endothéliale peut entraîner, dans certains cas, le développement de la resténose après 
angioplastie avec pose de stent. De plus, il est largement reconnu qu’un taux plasmatique 
élevé de HDL est un facteur protecteur contre l’athérosclérose (recommandations AFSSAPS, 
2005). De nombreuses études montrent leurs effets bénéfiques dans le transport retour du 
cholestérol (RCT), mécanisme permettant l’élimination du cholestérol excédentaire des 
cellules périphériques par le foie, mais les HDL possèdent de nombreux autres effets 
bénéfiques appelés effets pléïotropiques.  
Les HDL ont un fort potentiel de protection endothéliale, en plus de leur propriétés 
anti-inflammatoire, anti-thrombotique et anti-oxydante, notamment, elles sont en effet 
capables d’induire la vasodilatation, la migration, la prolifération ou encore la survie 
cellulaire. Ces derniers effets dépendent, principalement, de l’activation des S1PR par la S1P, 
portée par les HDL, et du SR-BI, par sa liaison avec les HDL via l’apoA-I, présents sur les 
cellules endothéliales. L’étude des effets bénéfiques pléïotropiques des HDL dans 
l’endothélium semble donc un champ d’investigation important dans la protection 
cardiovasculaire. 
 Dans ce contexte, notre équipe a identifié un récepteur de très haute affinité pour 
l’apoA-I libre et lipidée, dans les hépatocytes, l’ecto-F1-ATPase (Martinez et al, 2003). La 
caractérisation de ce récepteur a ensuite été étendue à son rôle dans l’endothélium. L’étude de 
la fonction de ce récepteur dans les cellules endothéliales montre son implication dans les 
phénomènes de prolifération et de survie des cellules endothéliales induits par l’apoA-I libre 
(Radojkovic et al, 2009). Ces travaux ont montrés pour la première fois des effets dépendants 
de la partie protéique des HDL indépendamment de la partie lipidique. Cependant, la voie 
de signalisation activée en aval de l’ecto-F1-ATPase n’a pas encore été identifiée.  
 Le but de ces travaux de thèse a donc été de caractériser la voie de signalisation 
déclenchée en aval de l’activation de l’ecto-F1-ATPase dans les cellules endothéliales. Pour 
cela, nous sommes parti du constat que le module PI3K/Akt est un carrefour majeur dans les 
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effets biologiques induits par les HDL dépendants de la particule entière ou de la partie 
lipidique des HDL. Cette voie de signalisation s’est donc imposée dans l’étude de la voie de 
signalisation dépendante de l’ecto-F1-ATPase, ainsi que la caractérisation précise de ces 
acteurs.  
 Après identification de la voie de signalisation, nous avons vérifié son implication 
dans un processus biologique connus de l’ecto-F1-ATPase, la prolifération des cellules 
endothéliales. Cet effet biologique nous intéresse tout particulièrement du fait de l’importance 
de la prolifération endothéliale dans les processus de cicatrisation artérielle. En effet, la 
cicatrisation artérielle est très importante dans la prévention du développement de 
l’athérosclérose mais aussi dans les complications dues au traitement de la plaque 
symptomatique, l‘angioplastie avec pose de stent. 
 Des travaux complémentaires, encore en cours, seront décrits à la suite de ces résultats 
afin de préciser l’identification des différents acteurs impliqués dans la voie de signalisation 
dépendante de l’ecto-F1-ATPase dans les cellules endothéliales. Et enfin, des travaux 
préliminaires ont été effectués afin de déterminer l’implication de cette voie de signalisation 
dans les processus de cicatrisation artérielle in vivo et seront montrés en fin de cette partie de 
travaux complémentaires. 
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CHAPITRE 3 
MÉTHODES EXPÉRIMENTALES 
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I- Type cellulaire et culture cellulaire 
 Cette étude a été réalisée sur des cellules endothéliales humaines de veines ombilicales 
(HUVEC, LONZA). Ces cellules sont maintenues en culture dans le milieu EBM-2 (LONZA) 
supplémenté avec 2% de sérum fœtal de bœuf et les facteurs de croissance du kit fournit avec 
le milieu (EGM-2 Bullet Kit, LONZA). Les cellules sont ensemencées dans des boîtes coatées 
avec du collagène I (BD biocoat Becton Dickinson) a une densité de 5000 cellules /cm2 et 
utilisées entre les passages 3 et 5. 
 
II- Traitements pharmacologiques 
 Avant traitements, les cellules sont bloquées pendant la nuit (environ 16h) avec du 
milieu EBM-2 supplémenté par 1% d’albumax (Lifescience Invitrogen). Le blocage des 
cellules induit un arrêt de la division cellulaire et permet de synchroniser les cellules au même 
stade du cycle cellulaire. Ceci a pour conséquence une réponse coordonnée des cellules lors 
de la stimulation par un agoniste.  
 
   II-1. Agonistes 
 Afin de s’affranchir de la réponse des cellules à la partie lipidique des HDL, nous 
avons choisi de stimuler les HUVEC avec l’apoA-I humaine non lipidée (apoA-I libre) et de 
comparer leur réponse avec celle aux HDL3. Les HDL3 ont été préparés à partir de plasma de 
donneurs humains sains normolipidiques par ultracentrifugation [92] et l’apoA-I a été obtenue 
à partir de HDL3 par séparation par chromatographie échangeuse d’ions. La Sphingosine-1-
Phosphate (S1P) a aussi été utilisée pour le contrôle de la spécificité des voies activées par 
l’apoA-I.  
 
Préparation de la S1P   
 La S1P (Sigma Aldricht) est stockée en 95% Méthanol et 5% H2O à 0.5mg/ml, la 
quantité nécessaire est prélevée puis évaporée sous azote. La S1P est ensuite reprise dans une 
solution de BSA humaine (Sigma Aldricht) à 0.4mg/ml pour une concentration finale à 
125µM. 
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 Les agonistes ont été incubés pendant 15min (sauf pour les cinétiques (5 et 15min)) et 
utilisés à 100µg/ml pour l’apoA-I (sauf pour les dose-réponses : 50 et 100µg/ml), à 50µg/ml 
pour les HDL3 (sauf pour la dose-réponse : 50 et 100µg/ml) et la S1P a été utilisée à 200nM. 
 
   II-2. Inhibiteurs et antagonistes 
Le plasmide codant pour une forme mutée de la protéine IF1 bovine, où la lysine en 
position 49 a été changée pour une histidine, a été utilisé pour la production de la protéine IF1 
recombinante, IF1-H49K (REF Radojkovic ATVB 2009). IF1-H49K, inhibiteur spécifique de 
l’activité hydrolase de l’ATP synthase, et l’oligomycine (Cell Signaling Technologies), 
inhibiteur des 2 activités hydrolase et synthase de l’ATP synthase, ont été pré-incubés 30 min 
avant traitement par les agonistes. 
Dans le but de tester l’implication des PI3K, des inhibiteurs spécifiques ont été 
utilisés : la wortmannin : inhibiteur des PI3K, l’AS-252424 : inhibiteur de l’isoforme γ PI3K 
et le TGX-221 : inhibiteur de l’isoforme β PI3K. Tous les inhibiteurs ont été fournis par 
Selleckchem (Euromedex, France) et ont été utilisés en pré-incubation de 30min à une 
concentration de 100nM avant traitement par les agonistes.  
L’implication des P2Y récepteurs a été étudiée par l’utilisation d’antagonistes 
spécifiques : le métabolite-Actif du Clopidogrel (Sigma-Aldrich) pour le P2Y12, le MRS-2179 
(Tocris) pour le P2Y1 et le MRS-2211 (Tocris) pour le P2Y13. 
III- Transfection siRNA 
En complément de l’utilisation des inhibiteurs et des antagonistes, l’extinction de 
l’expression de la PI3Kβ et des récepteurs P2Y (1, 12 et 13) a été effectuée par siRNA 
(Quiagen) dont les séquences sont référencées dans le tableau ci-dessous.  
Pour ce faire, les cellules endothéliales ont été ensemencées à 150.000 cellules/ puits 
en plaques 6 puits coatées collagène I, puis cultivées en milieu complet sans antibiotique. 
20nM de siRNA est alors transfecté en présence de lipofectamine® RNAimax (Lifescience, 
Invitrogen) dans du milieu optimem (Gibco). Une seconde transfection est effectuée 24h 
après, puis 4h plus tard le milieu est remplacé par le milieu complet de culture (EGM-2). 
Avant chaque expérimentation, les cellules sont bloquées durant la nuit en présence de EBM-
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2 + 1% albumax. L’efficacité de l’extinction est analysée en en qRT-PCR  et western blot 
(uniquement pour la PI3Kβ). 
Tableau récapitulatif des séquences de siRNA : 
siRNA Séquence sens Séquence antisens ref 
PI3Kβ CCCUUCGAUAAGA
UUAUUGAAUU 
UUCAAUAAUCUUA
UCGAAGGGUU 
SI02622214, 
Hs_PIK3CB_5 
P2Y1 AAGACAGGCUUCC
AGUUCUACUU 
GUAGAACUGGAAG
CCUGUCUUUU 
SI03099089, 
Hs_P2RY1_5_HP 
P2Y12 AAGAUUCUCUCGG
UUGUCAUCUU 
AAGAUUCUCUCGG
UUGUCAUCUU 
 
siRNA neg   1027281 
 
IV-Western blot   
 Les cellules HUVEC sont rincées en présence de PBS froid puis lysées dans du 
tampon Laemmli. Après une incubation à 100°C pendant 5min. L’équivalent de 70000 
cellules est ensuite déposé sur gel SDS-PAGE avant séparation par migration sous tension 
constante de 120Vpendant 1h30 dans un tampon de migration (Tris/HCl, Glycine, SDS). Les 
protéines sont ensuite transférées sur une membrane de PVDF (Imobilon-P, millipore) 
préalablement activée 5min dans du méthanol, puis rincée à l’eau avant d’être réservée dans le 
tampon de transfert (80% : TG : Tris/HCl, Glycine + 20% éthanol). Le transfert est effectué 
sous ampérage constant à 250mA pendant 1h. La membrane est ensuite mise à saturation dans 
un tampon 5% BSA- 1X PBS- 0.1% Tween pendant 45min sous agitation à température 
ambiante. Puis l’anticorps primaire (voir tableau), dilué dans du tampon de saturation, est 
incubé sur la membrane durant la nuit à 4°C sur balancier. La membrane est lavée dans du 1X 
PBS- 0.1% Tween 3 fois 10min sous agitation, puis l’anticorps secondaire couplé à la 
péroxydase (voir tableau), dilués dans le tapon de saturation, est incubés 1h sous agitation  
température ambiante. Les membranes sont lavées 3 fois 10min au PBS 1X-Tween 0.1% et 
les protéines sont ensuite  révélées par chemiluminescence (ECL, Bio-Rad) avant d’être 
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visualisées et analysées par le système Chemidoc (Bio-Rad) et le logiciel Image Lab (Bio-
Rad). 
Les anticorps primaires et secondaires, ainsi que leur dilution d’utilisation sont précisés dans 
le tableau ci-dessous : 
Anticorps Espèce Dilution Utilisation Fournisseur 
Anti-pAkt Ser473 Lapin 
monoclonal 
1/4000 Primaire Cell signaling 
Anti-pAkt Thr308 Lapin 
monoclonal 
1/1000 Primaire Cell signaling 
Anti-Akt total Lapin 
polyclonal 
1/4000 Primaire Cell signaling 
Anti-p110β Lapin 
monoclonal 
1/500 Primaire Santa cruz 
Anti-pNOS     
HRP- anti-rabbit Souris 1/5000 Secondaire Cell signaling 
 
V- PCR- Transcription Reverse (RT-PCR), PCR quantitative en 
Temps Réel (qRT-PCR) et PCR classique. 
 L’ARN total des HUVEC a été récupéré en Trizol (Invitrogen) après 2 lavages des 
cellules en PBS froid. Une séparation de phase en chloroforme suivie de la précipitation des 
ARN en isopropanol sont ensuite effectuées. La concentration en ARN total est déterminée à 
l’aide d’un spectrophotomètre et 1µg d’ARN total a été utilisé pour effectuer la transcription 
reverse en ADN complémentaire (ADNc) avec des hexamères aléatoires. L’ADNc a ensuite 
été amplifié par RT-PCR avec le SYBR Green (Roche).  
Les amorces (primers) pour la q-RT-PCR, ont été élaborées à l’aide du logiciel Primer 
Express (Life Technologies SAS) et les séquences sont indiquées dans le tableau suivant :  
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primer Séquence sens Séquence antisens 
Rpl27 ATCGCCAAGAGATCAAAGATAA TCTGAAGACATCCTTATTGACG 
PI3Kβ AGCTGGTTTGGATCTTCGGATG CACAACTTCAATGAGGCCAGAGC 
P2Y1 CTGATACGTGGCATAAACCC GTTCAATTTGGCTCTGGCCG 
P2Y12 TGGGAACAGGACCACTGAGA GGGTGTAAGGAATTCGGGCA 
P2Y13 CTCAGCAATGCCTTCCTGGA GGCCAGAAAGGTAGGCAAGT 
 
Toutes les réactions de PCR en temps réel ont été effectuées sur le LC480 (Roche) 
avec les paramètres de cycliques suivants : 40s à 60°C puis amplification de10s à 95°C et 
dissociation de 10s à 95°C. Le programme de PCR a été suivi d'une courbe de fusion et les 
valeurs ont été normalisées aux quantités relatives de la protéine ribosomale L27 (Rpl27, gène 
ribosomal de référence pour les cellules humaines). Les valeurs de CT du Rpl27 étaient 
constantes dans tous les échantillons. Les PCR classiques ont été réalisées avec les amorces 
répertoriées dans le tableau suivant : 
primer Séquence sens Séquence antisens 
PI3Kα GTCAATCGGTGACTGTGTGG GACGATCTCCAATTCCCAAA 
PI3Kβ TCAGCCTTCGCTCCTAATGT TGCAAAGTCAGCAGGAAATG 
PI3Kγ CAACGTTCCGGCAATAGTTT CGACTGGTTTCCTTCATGGT 
 
L'amplification par PCR a été réalisée sur des quantités égales d'ADNc pour 35 cycles 
pour les PI3K et 40 cycles pour les P2Y, en utilisant les paramètres suivants: étape de 
dénaturation initiale, 2min à 95°C; étapes d'amplification, de 30s à 58°C et 30s à 72°C, et 
l'étape finale d'élongation, 30min à 72°C. Les produits d'amplification ont été séparés sur gel 
d'agarose à 2% et colorés au bromure d'éthidium (BET), les tailles des fragments ont été 
déterminées par comparaison avec des étalons d'ADN connues. 
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VI- Prolifération 
 Les cellules sont ensemencées à 25.000 cellules / puits en plaques 6 puits coatées 
collagène I et mis en culture durant 24h. Le milieu est ensuite remplacé par du milieu 
adéquate après lavage au PBS des cellules : Contrôle positif (CT+) = milieu complet, contrôle 
négatif (CT-) = EBM-2 + 2% SVF, l’apoA-I est ajouté au milieu CT- à 100µg/ml et le TGX-
221 est ajouté à chaque milieu à 100nM. Les cellules sont cultivées dans ces conditions durant 
20h avant l’ajout de BrdU à 5µg/ml pour les 4 dernières heures. Les cellules sont ensuite 
fixées 20min à l’éthanol 70% froid puis 20 min à l’éthanol 100% froid avant d’être lavées 3 
fois au PBS froid et perméabilisées 20 min avec du PBS- 0.1% TritonX-100. La membrane 
nucléaire est ensuite perméabilisée 20 min avec du HCL 4N, puis les cellules sont saturées en 
1X PBS- 0.5% BSA- 0.1% Tween pendant 20 min. Enfin, l’anti-corps anti-BrdU (Sigma 
Aldricht) est ajoutée sur la nuit au 1/500 à 4°C. Après 3 lavages des cellules en PBS, le DAPI 
est rajouté à 5µg/ml pendant 15 min puis les cellules sont lavées à nouveau 3 fois en PBS 
avant d’être analysées au microscope (apotome Zeiss Axio-Observer). 
La prolifération est quantifiée grâce au rapport nombre de cellules totales (DAPI, bleu) 
sur nombre de cellules ayant incorporées le BrdU (vert). 
VII-Animaux 
 Les souris utilisées sont des souris sauvages (Wild Type, WT) C57Bl/6J femelles 
âgées de 8 semaines et ont été maintenues à la zootechnie d’Anexplo (Toulouse) sous 
conditions SPF. Toutes les expérimentations sur les souris ont été effectuées en accord avec 
les prescriptions institutionnelles de l’Expérimentation Animale et étaient sous licence du 
Ministère de l’Agriculture. 
 
VIII- Modèle murin de lésion artériel le électrique 
 Cette méthode de déendothélialisation électrique a été mise au point en collaboration 
avec l’équipe du Pr JF Arnal (INSERM UMR1048, I2MC Toulouse) comme décrit par 
Brouchet et al [186]. Brièvement, la chirurgie a été effectuée sous une loupe binoculaire après 
anesthésie des souris avec un mélange Kétamine/Xylazine. L'artère carotide commune droite 
a été exposée par une incision antérieure du cou et la blessure électrique (principalement 
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thermique) a été appliquée à la partie distale de l'artère carotide commune sur une longueur de 
2mm (suivie avec un guide standardisé). L'artère carotide a été blessée par un courant 
électrique appliqué avec une pince avec de grandes pointes (1 mm) reliées à un micro-
régulateur bipolaire (Force microregulator FX, Valleylab). Afin d'uniformiser le courant 
appliqué à la paroi du vaisseau, nous avons utilisé le mode "précis" de cet appareil qui permet 
une fourniture d'énergie électrique dans une plage étroite de la résistance. Les conditions 
optimales ont été déterminées comme suit : le courant électrique appliqué est de 2W pendant 
2 secondes pour chaque millimètre de carotide.  
 Le processus de réendothélialisation est évalué par coloration (en bleu) des zones 
déendothélialisées avec le bleu Evans. 50µl de ce colorant à 5% sont injectés en rétro-orbital à 
la souris sous anesthésie, puis 5 min après une injection de 5 ml de PBS est effectuée, 
directement dans le ventricule gauche du cœur après excision de l’oreillette droite, afin 
d’éliminer le sang des artères. La fixation des tissus est ensuite pratiquée par injection de PFA 
à 4%. L’artère carotide droite est alors prélevée puis ouverte longitudinalement avant d’être 
placée entre lame et lamelle et ensuite analysée par microscopie inversée. L’aire 
déendothélialisée est quantifiée via le logiciel Image J. Le témoin (T0) correspond à l’aire 
déendothélialisée quantifiée juste après la lésion et représente 100% d’aire déendothélialisée. 
L’aire encore déendothélialisée (exprimée en pourcentage) est ensuite quantifiée comme suit :  
% déendothélialisation = 100 x (Atx/ At0) 
Tx : l’aire déendothélialisée à T3 ou T5 (3 ou 5 jours après la lésion). 
Des test préliminaires ont permis de caractériser ce modéle sur des femelles sauvages 
agées de 8 semaines. Comme on peut l'observer sur la Figure 46, la réendothélialisation atteinds 
xxx% apres 3 jours et chez des souris C57Bl6 J. 
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Figure 46 : Cinétique de réendothélialisation sur des souris WT de 8 semaines après lésion électrique de l’artère carotide. 
Quantification de l’aire déendothélialisée (en pourcentage du contrôle). Photos représentatives de carotides prélevées aux 
différents temps : juste après la lésion = contrôle (T0), 3 jours après (T3) et 5 jours après (T5). N = nombre de souris par 
groupe * : p<0,05 ; *** p<0,001. 
 
IX- Dosage de l’apoA-I humaine dans le plasma du souris par 
méthode ELISA en compétition 
 L’apoA-I humaine est injectée en intra-veineux (IV) ou intra-péritonéal (IP) à raison 
de 0.75 mg d’apoA-I lyophilisée reprise dans 250 µl de PBS à des souris de 20g donnant une 
concentration théorique dans le sang d’environ 0.5 mg/ml. 50µl de sang sont prélevés à 
différents temps avant d’être centrifugés à 6000tr/min à 4°C puis aliquotés et stockés à -80°C.  
 Les plaques 96 puits à fond plat polysorp nunc (Dominique Dutsher) sont coatées avec 
100 µl / puits d’apoA-I (1µg/ml, tampon 20mM bicarbonate d’aluminium pH=8) pendant la nuit 
à 4°C sous agitation faible. En parallèle, la gamme d’apoA-I est préparée par des dilutions en 
cascade au 4/5° de 0 à 0.5 µg/ml, puis les échantillons sont dilués (1/2000 à 1/6000). 
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L’anticorps anti-apoA-I est ensuite ajouté au 1/1000 dans les échantillons et à la gamme puis 
incubé pendant la nuit à 4°C. La plaque est lavée avec le tampon de lavage (1X PBS- 0.05% 
Tween20) et chaque puits est saturé avec la solution de saturation (200 µl, 1X PBS- 3%BS) 1h à 
25°C. Après lavages les échantillons et la gamme sont déposés (200µl/puits) sur la plaque puis 
incubés 3h à 25°C. La plaque est ensuite lavée avant d’ajouter l’anticorps secondaire anti-lapin-
HRP (100 µl / puits) dilué dans PBS - 1%BSA –  0.05% Tween20) 1h à 25°C. Dans chaque 
puits, après 3 lavages, 200µl de TMB (VA/VB, Cliniscience) sont déposés et incubés 15 min à 
température ambiante puis la réaction est arrêtée avec 50 µl de HCl 1N avant que l’absorbance 
soit lue 450nm et à 570nm (Varioskan®). 
 La mise au point du dosage de l’apoA-I plasmatique après injection en IV et en IP a 
donné les résultats suivants :  
 
Figure 47 : Dosage de l’apoA-I humaine dans le plasma de souris après injection en IV ou en IP. Les souris ont reçu une 
injection d’apoA-I humaine en IV ou en IP et le sang a été prélevé à différents temps après injection afin d’en doser le 
contenu en apoA-I par dosage ELISA en compétition.  
  
Les deux types d’injections montrent le même temps de demi-vie de l’apoA-I humaine 
dans le plasma de souris, à savoir environ 12h. La seule différence est une dose maximale moins 
importante dans le cas de l’injection en intrapéritonéal (0,48 mg / ml en IP et 0.57 mg / ml en 
IV). Ces résultats préliminaires (Figure 47) suggèrent qu’il sera nécessaire d’effectuer une 
injection toutes les 12h afin de maintenir un taux d’apoA-I suffisant pour observer un effet sur la 
vitesse de réendothélialisation. 
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X- Analyse statistique 
Les données expérimentales sont représentatives de 3 expériences et des comparaisons 
entre les différentes conditions ont été réalisées avec un t test de Student pour données non 
appariées indépendantes. Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± SEM et les 
différences ont été considérées significatives à p<0.05. 
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CHAPITRE 4 
RÉSULTATS EXPÉRIMENTAUX 
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I-INTRODUCTION 
Comme nous l'avons vu dans la partie introductive, des niveaux élevés de 
lipoprotéines de haute densité (HDL) sont connus pour être protecteurs dans les maladies 
cardiovasculaires et sont donc considérés comme des cibles thérapeutiques intéressantes pour 
la prévention de l'athérosclérose. En plus de leurs fonctions métaboliques, les HDL possèdent 
des propriétés athéroprotectrices supplémentaires par le biais d'une action directe sur la paroi 
artérielle. Au cours de mon travail, nous nous sommes particulièrement intéressés au rôle 
vasoprotecteur des HDL induits par leur partie protéique. En effet, in vitro, les HDL peuvent 
induire la prolifération et la migration des cellules endothéliales, ainsi que des effets anti-
apoptotiques dans les cellules endothéliales. Cependant, les mécanismes moléculaires 
impliqués dans ces processus ne sont pas encore bien connus.  
Les premières études ont proposées que le contenu en apolipoprotéine des HDL 
(apoC-I et apoA-I) étaient responsable des effets mitogéniques induits par les HDL [187], 
[188], mais des travaux plus récents ont suggéré que la fraction lipidique des HDL exerce un 
effet mitogène à travers la Sphingosine-1-Phosphate (S1P), via le récepteur S1PR [150]. Les 
HDL peuvent également accélérer la réendothélialisation par leur liaison à des récepteurs 
scavenger, comme SR-BI [140]. Dans cette dernière étude, à la fois les lipoprotéines et les 
lipides des HDL étaient nécessaires à la migration cellulaire. L'ensemble des mécanismes 
moléculaires impliquées reste mal connu, toutefois il semble que la voie PI3K/Akt ait un rôle 
central dans ces phénomènes vasoprotecteurs quel que soit le ou les récepteurs impliqués. 
Des études précédentes dans l'équipe ont pu démontré que le complexe ecto-F1-
ATPase, exprimé à la membrane plasmique des cellules endothéliales, est également impliqué 
dans les effets mitogéniques induits par l'apoA-I [156]. L'utilisation de l’IF1, une protéine 
inhibitrice naturelle et spécifique de l’activité ATPase de la F1FO-ATP synthase 
mitochondriale, inhibant également l’ecto-F1-ATPase [118], nous a permis de démontrer 
l'implication de l’ecto-F1-ATPase dans la prolifération des cellules endothéliales [189]. 
Néanmoins, la voie de signalisation activée en aval de la liaison de l’apoA-I à l’ecto-F1-
ATPase sur les cellules endothéliales n'a pas encore été étudiée. 
En raison du rôle central de la voie PI3K/Akt dans la protection endothéliale 
dépendante des HDL, nous avons supposé que cette voie pourrait également être impliquée en 
aval de l’activation de l’ecto-F1-ATPase par l’apoA-I et pourrait favoriser la prolifération des 
cellules endothéliales. Mon travail a donc consisté à évaluer les acteurs moléculaires mis en 
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jeu en aval de la F1-ATPase dans les cellules endothéliales et leur implication dans les 
phénomènes de prolifération cellulaire. 
 
II-RÉSULTATS 
   II-1. Implication de la voie PI3K/Akt en aval de la stimulation des HUVEC par l’apoA-I 
libre 
Pour étudier l'implication de la voie PI3K/Akt dans les voies de signalisation dans les 
cellules endothéliales, dépendantes de l’apoA-I, nous avons d'abord analysé la 
phosphorylation d’Akt après la stimulation des cellules HUVEC par l’apoA-I libre. Nous 
avons utilisé l’apoA-I libre, purifiée dans notre équipe, afin de s’affranchir des voies de 
signalisation activées par la composante lipidique des HDL ou par la particule HDL entière. 
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Figure 48 : L’apoA-I libre induit la phosphorylation d’Akt dans les HUVEC. (A) Des cinétiques de phoshorylation d’Akt 
ont été réalisées sur des cellules HUVEC après stimulation (5 et 15 minutes) par l’apoA-I libre (100μg/ml, en haut) ou par 
les HDL (50ug/ml, en bas). (B) Des dose-réponses ont aussi été effectuées sur des cellules HUVEC après stimulation de 15 
minutes par l’apoA-I libre (haut) ou par les HDL (bas) à 50 et 100ug/ml. (AB) La phosphorylation d’Akt sur la Ser473 et la 
Thr308 ont été analysées par western blot en utilisant des anticorps dirigés contre la protéine Akt phosphorylée (pAkt Ser473 et 
Thr308) et Akt total (Akt) puis quantifiée par densitométrie. Les immunoblots montrés sont représentatifs de trois expériences 
indépendantes (moyenne ± SEM, n = 3) et la densitométrie indiquée est la moyenne ± SEM de ces expériences. * P <0,05; ** 
P <0,005; *** P <0,001 par rapport aux cellules non stimulées. 
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Nous avons observé que l’apoA-I libre induit la phosphorylation d’Akt à la fois sur la 
Thréonine 308 (Thr308) et sur la Sérine 473 (Ser473), dans les cellules HUVEC dès 5 minutes 
de stimulation (Figure 48A), avec un maximum à 100μg/ml (Figure 48B). La phosphorylation 
d’Akt obtenue après stimulation par l’apoA-I a été quantifiée et comparée à la 
phosphorylation d’Akt induite par les HDL. Cela montre que l’apoA-I et les HDL induisent 
l’augmentation de la phosphorylation d’Akt avec un maximum de 39 fois (Figure 48C) et 41 
fois (Figure 48D) respectivement, par rapport aux cellules non stimulées. Ces résultats 
indiquent que la partie protéique des HDL, l’apoA-I, est capable d'activer la voie PI3K/Akt 
dans la même mesure que les HDL, suggérant ainsi que l’ecto-F1-ATPase pourrait avoir un 
rôle dans ces mécanismes. 
 
   II-2. Détermination de l’implication de l’ecto-F1-ATPase dans la phosphorylation d’Akt 
induite par l’apoA-I libre  
Le rôle potentiel de l'ecto-F1-ATPase dans la phosphorylation d’Akt induite par 
l'apoA-I libre a ensuite été étudié. Les HUVEC ont été traitées avec une forme 
constitutivement active de l’inhibiteur naturel et sélectif de l’activité F1-ATPase de l’ATP 
synthase mitochondriale, l’IF1-H49K (ci-après nommé IF1)[156]. Pour confirmer la spécificité 
d’IF1, nous avons étudié la phosphorylation d’Akt par les cellules co-traitées avec IF1 et S1P. 
En effet, la S1P est connue pour activer la phosphorylation d’Akt via l’activation des S1PR. 
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Figure 49 : L’ecto-F1-ATPase est impliquée dans la phosphorylation d’Akt dépendante de l’apoA-I libre. (A,C) Les 
HUVEC ont été pré-incubées (30 minutes) avec l’IF1 (25, 50 ou 100µg/ml) ou co-incubées avec l’oligomycine (25, 50 ou 
100ng/ml) avant stimulation avec l’apoA-I libre (100μg/ml) ou les HDL (50ug/ml) pendant 15 minutes. (B,D) Les HUVEC 
ont été pr-incubées (30 minutes) avec 25µg/ml d’IF1 ou co-incubées avec 100ng/ml d’oligomycine puis stimulées avec 
l’apoA-I libre (100μg/ml), les HDL (50µg/ml) ou la S1P (200nM) pendant 15 minutes. (A-D) La phosphorylation d’Akt sur la 
Ser473  ont été analysées par western blot en utilisant des anticorps contre la protéine Akt phosphorylée (pAkt Ser473) et Akt 
total (Akt) puis quantifiée par densitométrie. Les immunoblots montrés sont représentatifs de trois expériences indépendantes 
(moyenne ± SEM, n = 3) et la densitométrie indiquée est la moyenne ± SEM de ces expériences. * P <0,05; ** P <0,005; *** 
P <0,001 par rapport aux cellules non stimulées. 
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La phosphorylation d’Akt induite par l’apoA-I libre est quasi-totalement inhibée par 
un traitement avec l’IF1 (environ 93%), alors que le niveau de phosphorylation d’Akt dans les 
cellules ayant été traité avec les HDL ne l’est pas totalement (environ 85%) (Figure 49A et B). 
Pour confirmer la spécificité d’IF1, nous avons étudié la phosphorylation d’Akt dans les 
cellules co-traitées avec IF1 et S1P. Nous n'avons pas observé de modification significative de 
la phosphorylation d’Akt après traitement à la S1P en présence d’IF1, démontrant la 
spécificité d’IF1. De même, le traitement des HUVEC avec l’oligomycine, connue pour 
inhiber l’ATP synthase mitochondriale et l’ecto-F1-ATPase à la membrane plasmique [190], 
montre le même résultat après traitement par la S1P en présence d’oligomycine (Figure 49C 
et D). Ceci confirme ainsi l'implication de l’ecto-F1-ATPase dans la phosphorylation d’Akt 
induite par l’apoA-I libre dans les cellules endothéliales. 
 
   II-3. Identification de l’isoforme de PI3K impliquée dans la phoshorylation d’Akt induite 
par l’apoA-I libre 
 Il a déjà été montré que l’activation de l’ecto-F1-ATPase à la surface cellulaire des 
HUVEC conduit à la production d’ADP qui peut alors activer un récepteur purinergique 
sensible à l’ADP de la famille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) [156]. Les 
cellules endothéliales expriment les isoformes a, b et g  de la classe I des PI3K. L’isoforme g 
des PI3K est classiquement activée en aval des RCPG couplés aux protéines G [191], mais 
depuis peu l’isoforme β a été montrée comme étant également recrutée par ces récepteurs 
[164]. L’implication d’un récepteur purinergique RCPG en aval de l’activation de l’ecto-F1-
ATPase indique que les isoformes β et γ sont de bonnes candidates quant à leur implication 
dans cette voie de signalisation. Afin d’identifier l’isoforme impliqué dans la phosphorylation 
d’Akt induite par l’apoA-I, nous avons d’abord vérifié, par RT-PCR, l’expression des 
isoformes a, b et g de PI3K dans les cellules HUVEC. Pour étudier le rôle potentiel de ces 
isoformes dans la phosphorylation d’Akt induite par l’apoA-I libre, les cellules endothéliales 
ont été traitées avec la wortmanine, un inhibiteur pan-PI3K, le TGX-221, un inhibiteur 
sélectif de la PI3Kb, ou l’AS-252424, un inhibiteur sélectif de la PI3Kg. Puis l’utilisation de 
siRNA a permis de confirmer ces résultats. 
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Figure 50 : L’isoforme β des PI3K est impliquée dans la phosphorylation d’Akt dépendante de l’apoA-I libre dans les 
HUVEC. (A) L’ARN total des HUVEC a été extrait afin de vérifier par RT-PCR l’expression des isoformes α, β et γ dans les 
HUVEC. (B) Les HUVEC ont été pré-incubées (30 minutes) avec 100nM de TGX-221, de wortmanine ou d’AS-252424 avant 
stimulation avec l’apoA-I libre (100μg/ml) pendant 15 minutes. (C) Les HUVEC ont été transfectées avec un siRNA contrôle 
(si-) ou avec le siRNA dirigé contre la PI3Kβ (siPI3Kβ) avant stimulation avec l’apoA-I libre (100µg/ml) pendant 15 
minutes. L’efficacité de l’inhibition de l’expression de la PI3Kβ par le siRNA a été controlé par qRT-PCR et est montré en 
encadré. (B-C) La phosphorylation d’Akt sur la Ser473  ont été analysées par western blot en utilisant des anticorps contre la 
protéine Akt phosphorylée (pAkt Ser473) et Akt total (Akt) puis quantifiée par densitométrie. Les immunoblots montrés sont 
représentatifs de trois expériences indépendantes (moyenne ± SEM, n = 3) et la densitométrie indiquée est la moyenne ± 
SEM de ces expériences. * P <0,05; ** P <0,005; *** P <0,001 par rapport aux cellules non stimulées. 
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La RT-PCR a montré que ces trois isoformes sont bien exprimées dans les HUVEC 
(Figure 50A). L’inhibition de PI3Kb a abrogé la phosphorylation d’Akt induite par l’apoA-
libre dans la même mesure que celle de la wortmanine alors que l’inhibiteur de la PI3Kg n'a 
pas affecté la phosphorylation d’Akt (Figure 50B). De même, la transfection des HUVEC 
avec le siRNA dirigé contre la PI3Kb a montré une inhibition complète de la phosphorylation 
d’Akt induite par l’apoA-I libre (Figure 50C) alors qu'un contrôle siRNA n’a eu aucun effet. 
Ces données confirment l'implication de la PI3Kb dans la phosphorylation d'Akt induite par 
l’apoA-I libre dans les cellules endothéliales. 
 
   II-4. Implication de la voie PI3Kβ/Akt dans la prolifération des HUVEC  
L'un des effets protecteurs des HDL sur l’endothélium est l’induction de la 
prolifération des cellules endothéliales. Les premières études ont suggéré que la partie 
apolipoprotéique des HDL était responsable de cet effet [188], mais des travaux plus récents 
ont identifié que la partie lipidique des HDL, et en particulier la S1P, sont également 
impliqués dans cet effet protecteur sur l'endothélium [192]. Nos travaux antérieurs ont 
démontré qu’un traitement des cellules HUVEC par l’apoA-I délipidée est capable d'induire la 
prolifération cellulaire via l'activation spécifique de l’ecto-F1-ATPase, indépendamment de 
ABCA1 et SR-BI [156]. Afin d’étudier l’implication de la PI3Kb dans ce processus, les 
cellules HUVEC ont été prétraitées avec l’inhibiteur spécifique de PI3Kb, le TGX-221, puis 
nous avons quantifié la prolifération cellulaire en utilisant un test de prolifération par 
coloration au BrdU/Dapi. 
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Figure 51 : La PI3Kβ est l’isoforme impliquée dans la prolifération des cellules endothéliales induite par l’apoA-I. Les 
HUVEC ont été cultivées pendant 24h avec (CT+) ou sans (CT-) facteur de croissances en milieu + 2% de sérum ou avec 
l’apoA-I (apoA-I). Les cellules dans ces différentes conditions ont aussi été traitées avec ou sans l’inhibiteur spécifiques de 
la PI3Kβ, le TGX-221. Les cellules ont été fixes puis colorées avec le BrdU (indiquant les cellules prolifératives en vert) et 
au DAPI (toutes les cellules sont colorées en bleu). Le rapport BrdU/DAPI représente le niveau de prolifération des 
différentes conditions. L’histogramme montre la quantification de la prolifération cellulaire (moyenne ±SEM, n=3). 
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Les résultats présentés ci-dessus montrent que la prolifération des cellules 
endothéliales induite par l'apoA-I libre a été totalement abolie par l'inhibition de la PI3Kb 
(Figure 51) avec l'utilisation du TGX-221. Ceci indique que cette kinase est essentielle à  
l'effet prolifératif de l'apoA-I sur les cellules endothéliales. 
 
   II-5. Identification du récepteur ADP sensible activé en aval de l’ecto-F1-ATPase 
Les travaux précédents ont donc permis de mettre en évidence le rôle majeur de 
l’isoforme β des PI3K dans la prolifération des cellules endothéliales, induite par l’apoA-I libre. 
En effet, nous avons identifié cette kinase en aval de l’activation par l’apoA-I de l’ecto-F1-
ATPase et nous avons montré qu’elle est essentielle à la prolifération des HUVEC induite par 
l’apoA-I. Cette nouvelle voie de signalisation permet une meilleure compréhension des 
mécanismes de prolifération cellulaire dépendants de l’apoA-I. Cependant, nous n’avons pu, à 
l’heure actuelle, identifier avec précision le récepteur purinergique faisant le lien entre la 
production d’ADP produit par l’activation de l’ecto-F1-ATPase par l’apoA-I et l’activation en 
intracellulaire de la voie PI3Kβ/Akt. Il est donc capital de l’identifier pour compléter ce 
mécanisme et en approfondir la connaissance.  
 Une étude précédente dans notre équipe [117], menée sur les hépatocytes, montre le 
couplage de l’ecto-F1-ATPase au récepteur P2Y13. En effet, l’activation du P2Y13 se fait par 
l’intermédiaire de la production d’ADP suivant l’activation de l’ecto-F1-ATPase induite par 
l’apoA-I libre. Il a déjà été montré dans les cellules endothéliales le couplage de l’ecto-F1-
ATPase avec le P2Y12 dans les processus de transcytose des HDL et de l’apoA-I dans un modèle 
de cellules endothéliales aortiques bovines (BAEC) [158]. Ces données indiquent que les 
récepteurs purinergiques P2Y sont de bons candidats quant à leur implication dans la voie de 
signalisation dépendante de l’ecto-F1-ATPase. Dans cette famille de récepteurs, 3 récepteurs sont 
préférentiellement activés par l’ADP : P2Y1, P2Y12 et P2Y13 (Figure 52) et ils présentent un 
couplage Gαq pour le P2Y1 et Gαi pour le P2Y12 et le P2Y13 [193]. De plus, plusieurs études 
montrent le recrutement de la PI3Kβ en aval de l’activation du P2Y12 dans les plaquettes [194]. 
L’ensemble de ces données suggère l’implication des P2Y et principalement celle du P2Y12 dans 
cette voie de signalisation. 
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Figure 52 : Arbre phylogénétique 
de la famille des réceteurs 
purinergiques P2Y. Parmi les 8 
récepteur de cette famille 3 ont 
comme ligand préférentiel l’ADP : 
le P2Y1, P2Y12 et P2Y13. 
 
 
 
 
 
 Tout comme pour la détermination de l’implication de la voie PI3Kβ/Akt en aval de 
l’activation de l’ecto-F1-ATPase, nous avons analysé la phosphorylation d’Akt dans les HUVEC 
après différents traitements. Les résultats présentés ci-dessous sont des résultats préliminaires 
dans l’identification du récepteur purinergique activé en aval de l’ecto-F1-ATPase. Ces résultats 
sont le reflet de 2 expérimentations indépendantes, en cours d’être complétées. 
 
Expression des P2Y dans les HUVEC 
 Tout d’abord, nous avons vérifié l’expression de ces récepteurs dans les HUVEC en 
PCR classique et qRT-PCR (résultats non montrés). Nous avons pu constater que ces 3 
récepteurs sont exprimés dans notre modèle (Figure 53).  
 
 
Figure 53: RT-PCR classique effectuée sur des 
HUVEC et montrant l’expression des P2Y1,  
P2Y12 et  P2Y13 
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Étude de l’implication du P2Y12 dans la phosphorylation d’Akt apoA-I dépendante 
 Le récepteur P2Y12 est le meilleur candidat au vu des données de la littérature pour son 
implication en aval de l’ecto-F1-ATPase. Avant l’incubation des cellules avec l’apoA-I libre,  
nous les avons traité avec un métabolite actif du clopidogrel (CloMet-Act) inhibant 
spécifiquement le récepteur P2Y12. En effet, une étude a montré l’action inhibitrice du CloMet-
Act sur l’agrégation plaquetaire dépendante du récepteur P2Y12, ce qui permet son utilisation 
pour inhiber ce récepteur [195]. La phosphorylation d’Akt après stimulation des HUVEC avec 
l’apoA-I libre à 100µg/ml pendant 15min en présence de CloMet-Act  a été analysée. 
L’utilisation de siRNA dirigé contre P2Y12 a permis de valider les résultats obtenus avec 
l’inhibiteur pharmacologique.  
 
Figure 54 : Le P2Y12 n’est pas impliqué dans la phosphorylation d’Akt dépendante de l’apoA-I. (A) Les HUVEC ont été 
co-incubées avec le métabolite actif du Clopidogrel (clopidogrel à 1 ou 10µM) et stimulées avec l'apoA-I (100μg/ml) pendant 
15 minutes. (B) Les HUVEC ont été transfectées avec le siRNA contre le P2Y12 (si P2Y12) et stimulée par l'apoA-I (100μg/ml) 
pendant 15 minutes. L’efficacité du siRNA a été contrôlée en qRT-PCR et montre une éfficacité de 95% environ (résultats 
non montrés car seulement 2 expériences effectuées). (A-B) La phosphorylation d’Akt Ser473 a été analysée par western blot 
en utilisant des anticorps contre protéine Akt phosphorylée (pAkt Ser473) et le total Akt (Akt). Les immunoblots sont 
représentatifs de 2 expériences indépendantes.  
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Les résultats ci-dessus montrent que le CloMet-Act, tant à 1µM qu’à 10µM, n’affecte pas 
la phosphorylation d’Akt dépendante de l’apoA-I sur les HUVEC (Figure 54A). De meme, 
l’utillisation du siRNA dirigé contre le P2Y12 (Figure 54B) est sans effet. Ces données indiquent 
donc que le récepteur P2Y12 n’est pas le récepteur P2Y activé par l’ADP produit par l’ecto-F1-
ATPase suite à son activation par l’apoA-I. 
 
Implication des récepteurs P2Y1 et P2Y13 dans la signalisation dépendante de l’activation de 
l’ecto-F1-ATPase par l’apoA-I libre 
 Le récepteur P2Y12 n’étant donc pas impliqué dans notre voie de signalisation, nous 
avons testé l’implication des deux autres récepteurs préférentiellement activés par l’ADP : P2Y1 
et P2Y13. Pour cela, nous avons utilisé leurs antagonistes spécifiques, à savoir le MRS-2179 qui 
est un antagoniste spécifique de P2Y1 et le MRS-2211 qui est un antagoniste de P2Y13. Nous 
avons également invalidé ces récepteurs par siRNA. 
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Figure 55 : Les récepteurs P2Y1 et le P2Y13 semblent tous deux impliqués dans la phosphoryaltion d’Akt dépendante de 
l’apoA-I. (A) Les HUVEC ont été co-incubées avec le MRS-2179 (2179, 1µM), inhibteur du P2Y1 ou le MRS-2211 (2211, 
1µM), inhibteur du P2Y13 et l'apoA-I (100μg/ml) pendant 15 minutes. Les immunoblots sont représentatifs de 2 expériences 
indépendantes. (B) Les HUVEC ont été transfectées avec le siRNA contre le P2Y1 (si P2Y1) et stimulée par l'apoA-I 
(100μg/ml), les HDL (50µg/ml) ou la S1P (200nM)  pendant 15 minutes. L’efficacité du siRNA a été contrôlée en qRT-PCR 
et montre une éfficacité de 98% environ (résultats non montrés car seulement 2 expériences effectuées). Les immunoblots 
sont représentatifs de 2 expériences indépendantes. (C) Les HUVEC ont été pré-incubées 4h ou non avec la PTX avant d’être 
stimulées par l'apoA-I (100μg/ml), ou la S1P (200nM)  pendant 15 minutes. Les immunoblots sont représentatifs de 3 
expériences indépendantes. (A-C) La phosphorylation d’Akt Ser473 a été analysée par western blot en utilisant des anticorps 
contre protéine Akt phosphorylée (pAkt Ser473) et le total Akt (Akt). 
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 L’analyse de la phosphorylation d’Akt dépendante de l’apoA-I en présence du MRS-2179 
ou du MRS-2211 montre que l’inhibition de l’un ou de l’autre récepteur, inhibe totalement la 
phosphorylation d’Akt (Figure 55A). Ces résultats suggèrent donc que la phosphorylation d’Akt 
induite par l’apoA-I est dépendante à la fois du P2Y1 et du P2Y13. Nous avons , tout comme pour 
le P2Y12, utilisé des siRNA dirigés contre les P2Y. Nous montront avec le siRNA dirigé contre 
le P2Y1 que, de même qu’avec le MRS-2179, la phosphorylation d’Akt est quasi-totalement 
inhibée en absence du P2Y1 (Figure 55B). A l’inverse, l’inhibition de l’expression du P2Y1 n’a 
aucun effet sur la phosphorylation d’Akt dépendante de la S1P (Figure 55B). Ceci montre la 
spécificité du P2Y1 dans la phosphorylation d’Akt en aval de l’apoA-I libre. Le siRNA dirigé 
contre le P2Y13 est en cours de validation. Cependant, l’utilisation de la pertussis toxine (PTX) a 
permis de mettre en évidence la dépendance de la phosphorylation d’Akt induite par l’apoA-I à 
une signalisation Gαi (Figure 55C). Ceci appuierai l’implication du récepteur P2Y13 dans cette 
signalisation. 
 L’ensemble de ces données nous suggère fortement donc une implication conjointe des 
récepteurs P2Y1 et P2Y13, dans la voie de signalisation recrutée en aval de l’activation de l’ecto-
F1-ATPase par l’apoA-I. Les hypothèses quant à leur implication conjointe seront discutées dans 
le chapitre suivant (Chap 5 : Discussion et Perspectives). 
 
III- Conclusion 
 Nous avons pu mettre en évidence une nouvelle voie de signalisation en aval de 
l’activation de l’ecto-F1-ATPase par l’apoA-I. Cette voie implique l’activation des récepteurs 
P2Y1 et P2Y13 qui va permettre le recrutement de la PI3Kβ et ainsi l’activation d’Akt. Le module 
PI3Kβ/Akt est nécessaire dans la prolifération des cellules endothéliales induite par l’apoA-I 
libre (Figure 56). La mise en évidence de cette voie de signalisation cependant entraîne de 
nouvelles questions comme l’activation conjointe des 2 récepteurs P2Y1 et P2Y13 ou encore 
l’implication de cette voie de signalisation dans les processus de cicatrisation artérielle. Ces 
questions font l’objet de la discussion qui suit. 
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Figure 56 : Schéma de conclusion sur les résultats apportés par ces travaux de thèse. L’activation par l’apoA-I libre de 
l’ecto-F1-ATPase induit une production d’ADP extracellulaire qui active conjointement les récepteurs purinergiques P2Y1 et 
P2Y13. Ces récepteurs sembleraient tous deux impliqués en amont de l’activation de la voie PI3Kβ/Akt, indispensable à la 
prolifération des cellules endothéliales induite par l’apoA-I. 
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CHAPITRE 5 
DISCUSSION / PERSPECTIVES 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
140 
 
I- Hétérodimérisation des P2Y1  et P2Y13  
Ces travaux ont permis de mettre en évidence des résultats originaux quant au 
fonctionnement et au mode d’activation des récepteurs P2Y. En effet, d’une part, l’effet 
inhibiteur de la PTX (inhibiteur de la signalisation dépendante des récepteurs couplés Gαi) sur la 
phosphorylation d’Akt induite par l’apoA-I, suggère l’implication d’une signalisation Gαi. 
D’autre part, nous avons démontré, avec le siRNA dirigé contre le réceteur P2Y1, que ce 
récepteur, classiquement couplé à Gαq, serait impliqué en aval de la stimulation par l’apoA-I. 
Une étude effectuée dans des cellules endothéliales de vasa vasorum (VVEC) bovines, a 
démontrée l’implication des récepteurs P2Y1 et P2Y13 dans la prolifération cellulaire. En effet, 
ils ont mis en évidence que ces deux récepteurs participent conjointement à l’augmentation 
intracellulaire du taux de [Ca2+] et à l’augmentation de la synthèse d’ADN, nécessaires à la 
prolifération des VVEC. Ces résultats, obtenus par l’utilisation d’antagonistes spécifiques des 
récepteurs P2Y1 (MRS-2179) et P2Y13 (MRS-2211), suggèrent une coopération de l’activation 
des ces deux récepteurs pour obtenir un effet total dans la cellule [196]. 
De plus, certains RCPG peuvent fonctionner en dimères et une quantité croissante de 
données abonde dans ce sens, ceci suggère que les dimères représentent l’unité de signalisation 
de base des RCPG. Ainsi, la formation des dimères de RCPG semble avoir un rôle prépondérant 
dans l’expression, la localisation et la fonction des RCPG [197]. À ce jour, il a été démontrée 
sans ambiguïté, pour un petit nombre de récepteurs, qu’ils doivent former des hétérodimères afin 
d’être exportés correctement à la membrane plasmique (appelée hétérodimères comme 
obligatoires). C’est notamment le cas des récepteurs GABAB-R2 qui doit former un hétérodimère 
avec le GABAB-R1 afin d’être adressé à la membrane et d’y être actif [198].  
En parallèle, une étude montre une hétérodimérisation du récepteur P2Y12 grâce à 
l’utilisation du CloMet-Act. Dans cette étude, les auteurs ont montré le mécanisme d'action du 
clopidogrel et du CloMet-Act sur le récepteur P2Y12. En utilisant des approches biochimiques, 
ils ont démontré l'existence de complexes homo-oligomérique du récepteur P2Y12 à la surface 
des cellules de mammifères et sur les plaquettes. Le traitement de HEK293 sur-exprimant le 
P2Y12 in vitro avec le CloMet-Act ou son administration orale in vivo à des rats, favorise la 
disruption de ces oligomères en monomères. En outre, ils ont montré l'association prédominante 
des oligomères de P2Y12 à la membrane cellulaire au niveau des radeaux lipidiques et la 
relocalisation du P2Y12 en dehors des radeaux lipidiques en réponse au CloMet-Act. Les 
oligomères de P2Y12 associés aux radeaux représenteraient la forme fonctionnelle du récepteur, 
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comme l'a démontré l’étude de la transduction du signal et de la liaison du ligand au récepteur. 
Enfin, l’utilisation de récepteurs mutés, au niveau de chaque résidu de cystéine, et d'un récepteur 
chimère de P2Y12/P2Y13, a permis de mettre en évidence l'implication de la Cysteine 97 dans la 
première boucle extracellulaire du récepteur P2Y12 dans le mécanisme d'action du CloMet-Act 
[199]. 
 À la lumière de ces données, nous pouvons émettre l’hypothèse que les récepteurs P2Y1 
et le P2Y13 formeraient un hétérodimère nécessaire à l’activation la voie de signalisation 
PI3Kβ/Akt (Figure 57). L’étude des mécanismes d’hétérodimerisation et d’activation de ces 
recepteurs ainsi que l’identification plus précise des voies de signalisation impliquées en aval 
permettrait d’élargir la compréhension du mode de fonctionnement de ces récepteurs. 
  
 
 
Figure 57 : Hypothèse d’hétérodimérisation des P2Y1 et P2Y13. 
 
 
 Afin d’étudier cette hétérodimérisation plusieurs approches peuvent être envisagées : i) 
une co-immunoprécipitation, ii) une analyse en BRET. Ces deux techniques permettraient 
d’étudier l’association de ces deux récepteurs mais aussi une analyse plus poussée en BRET 
permettrait d’en analyser l’activation et leur couplage Gα. Ces 2 techniques sont décrites ci-
après. 
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Technique de co-immunoprécipitation : 
 Il serait intéressant de mettre deux tag différents sur chacun des récepteurs (HA pour le 
P2Y1 et myc pour le P2Y13 par exemple) et de surexprimer ces récepteurs tagués dans des 
cellules HEK293. Ceci permettrait de faire une immunoprécipitation de l’un des deux tag et de 
visualiser en western blot avec un anti-corps dirigé contre le second tag, si il y a une co-
immunoprécipitation. Cette technique permet seulement l’étude de l’association des récepteurs. 
La technique de BRET serait plus intéressante afin d’étudier, de même, l’association mais aussi 
l’activation des récepteurs. 
 
Technique de BRET 
Détermination de l’association des récepteurs 
 Le BRET (Bioluminescence Resonance Energy Transfert) est une technique très utilisée 
pour étudier l’association de deux protéines. Cette technique est basée sur un transfert d’énergie 
émis par un donneur, qui est l’enzyme R. Luciferase activée par son son substrat : la Deep Blue 
C. Cette émission d’énergie fluorescente (395nm) va pouvoir exciter un accepteur, dans le cas du 
BRET2 c’est la GFP2, qui va alors emmettre une fluorescence verte (510nm).  
L’association des récepteurs va pourvoir être visualisée en couplant le P2Y1 avec la 
R.Luc et le P2Y13 avec la GFP2 (ou l’inverse). Si en présence de Deep Blue C on observe une 
fluorescence verte, c’est que les récepteurs intéragissent ensemble, en effet, l’activation de la 
GFP2 ne peut se faire que si les récepteurs sont distants de moins de 10Å. 
L’activation des récepteurs peut être visualisée en couplant cette fois la petite protéine Gα 
avec la luciférase et les sous-unité βγ avec la GFP2. Lorsque les récepteurs sont inactivés on 
observe une fluorescence verte car les 3 sous-unités forment un hétéro-trimère et donc sont 
suffisament proches pour que la GFP2 soit activée. Si les récepteurs sont activés suite à la liaison 
de leur ligand, alors il y aura dissociation des sous-unité α et βγ diminuant ainsi la fluorescence. 
Toute diminution de la fluorescence verte sera donc le reflet direct de l’activation des récepteurs. 
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II- Modèle in vivo  de lésion artérielle et étude de l’implication 
des différents acteurs de la réendothélialisation dépendants de 
l’apoA-I 
 La prolifération des cellules endothéliales est un facteur important dans la cicatrisation 
artérielle. Il s’avère donc essentiel de vérifier l’implication de cette nouvelle voie de 
signalisation dépendante de l’ecto-F1-ATPase dans un modèle de cicatrisation artérielle. Pour 
cela, il a d’abord été caractérisé un modèle de déendothélialisation artérielle électrique (Cf. 
chap3 partie VIII) qui a permis d’établir une cinétique de réendothélialisation de l’artère carotide 
chez des souris C57BL6/J femelles sauvages de 8 semaines (Figure 46). On a ainsi pu observer 
que 3 jours après la lésion, la réendothélialisation est d’environ 30% et qu’après 5 jours, elle est 
d’environ 50%, en comparaison du contrôle (T0). Afin de vérifier l’implication de chacun des 
acteurs de cette voie de signalisation dans la prolifération des cellules endothéliales, on pourra 
comparer les vitesses de cicatrisation artérielle sur le différents modèles de souris présentés plus 
bas. 
 
Modèles animaux  
- Souris invalidées pour la PI3Kβ :   
Ce modèle de souris n’est pas viable car l’invalidation de la PI3Kβ entraîne une létalité 
embryonaire. Un autre modèle de souris existe cependant permettant d’étudier le rôle de la 
PI3Kβ, les souris PI3Kβ kinase dead (ou PI3Kβ KD). Ces souris sont mutées dans le site 
catalytique de la PI3K (K805R) et expriment une PI3Kβ sans activité kinase [200]. Dans ce 
modèle de souris, on s’attend à une diminution de l’aire réendothélialisée à 5 jours après la lésion 
artérielle. En effet, si, comme dans la prolifération cellulaire in vitro, la PI3Kβ est essentielle, la 
cicatrisation artérielle devrait être plus lente que chez des souris WT. 
Une autre alternative consisterai à générer un modèle de souris Tie2cre pour induire 
l’invalidation spécifique de la PI3Kβ dans l’endothélium [182]. Le système Cre/lox est basé sur 
la reconnaissance des sites loxP par la recombinase Cre : lorsque deux sites loxP sont sur la 
même molécule d'ADN linéaire, la Cre lie les deux sites ensemble pour former un complexe 
protéine-ADN circulaire [201]. La génération de souris PI3Kβ/Ti2cre se base sur cette 
technologie en introduisant des sites loxP autour de la séquence d’ADN codant pour la PI3Kβ ; 
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Et la Cre recombinase est elle mise sous le contrôle du promoteur Tie2, celui-ci étant 
spécifiquement exprimé dans les cellules endothéliales, la Cre ne sera exprimée que dans ces 
cellules. Ainsi, l’action de la Cre n’aura lieu que dans les cellules endothéliales et aura pour 
conséquence d’exciser la séquence codante pour la PI3K, seulement dans les cellules 
endothéliales (Figure 58).  
 
Figure 58 : Système Cre/LoxP. La Cre recombinase est sous un promoteur spécifique (Tie2 pour les cellules endothéliales) et 
ne sera exprimée que dans les cellules ciblées (a). La cre reconnaît les sites LoxP et induit le raprochemment des deux sites 
(b) induisant la formation d’un complexe protéine-ADN circulaire qui sera ensuite excisé (c). D’après Smith L., 
Reproduction, 2011. 
 
- Souris invalidées pour les différents P2Y :  
Après l’identification du P2Y impliqué dans notre voie de signalisation, il serait 
intressant de voir son implication dans la vitesse de réendothélialisation sur des modèles murins 
déficient pour ce récepteur, les souris P2Y13 knockout étant notamment disponibles au 
laboratoire. Cependant, si on constate que les deux récepteurs P2Y1 et P2Y13 sont impliqués 
dans cette voie de signalisation, nous risquons de ne pas pouvoir observer d’effets significatifs 
sur la réendothélialisation. Dans ce cas, l’utilisation des antagonistes peut être anvisagée grâce 
aux pompes alzet®. Ces pompes, placées en sous-cutané, permettent une diffusion continue de 
molécule à faible temps de demie vie comme les antogonistes des récepteurs P2Y. De même que 
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pour les souris PI3Kβ KD on s’attend, après inhibition du ou des récepteur P2Y impliqués, à une 
diminution de la vitesse de cicatrisation artérielle suite à la lésion électrique. 
 
- Traitements des souris à l’apoA-I :  
Il a déjà été montré qu’en absence d’apoA-I la réendothélialisation est compromise, dans 
un modèle de déendothélialisation, Seetharam et al montrent que l’absence de SR-BI compromet 
de la même façon la réendothélialisation et qu’un phénotype peut être restoré par les HDL [140]. 
Sur les précedents modèles de souris invalidées pour la PI3Kβ ou les P2Y, on peut envisager 
d’injecter de l’apoA-I pour comparer la vitesse de réendothélialisation entre les souris traitées et 
non traitées afin de vérifier l’implication de chaque élément dans la réendothélialisation 
dépendante de l’apoA-I. 
Une étude préalable sur la demie-vie de l’apoA-I humaine injectée dans le plasma à la 
souris a été effectuée afin de déterminer la dose et le nombre d’injection nécessaire. Ainsi, nous 
avons pu déterminer que la demie-vie de l’apoA-I est d’environ 12h (Figure 47). 
 
III- Implication de la voie de signalisation de l’apoA-I/ecto-F1-
ATPase dans la production de NO  
 La voie PI3K/Akt a été montrée, à de nombreuses reprises, impliquée dans l’activation 
de l’eNOS et dans la production de NO (Cf. chapitre 1) et notamment en réponse aux HDL et 
à la S1P (Cf. chapitre 2). Cette voie est particulièrement importante dans la protection 
endothéliale car, comme il a été décrit dans le chapitre 1, le NO permet de réguler le tonus 
vasculaire, c’est un antiagrégant et il possède aussi un effet anti-inflammatoire. Dans ce 
contexte, il nous a semblé d’un intérêt particulier de testé la phosphorylation de l’eNOS en 
réponse à l’apoA-I libre. Les résultats préliminaires sont présentés ci-dessous (Figure 55). 
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Figure 59 : Étude de la phosphorylation de l’eNOS en Ser1179 en réponse à l’apoA-I dans les HUVEC. Les HUVEC ont été 
préincubées ou non 30 min avec le TGX-221 (inhibteur spécifique de l’isoforme β des PI3K) puis stimulées avec l’apoA-I à 
100µg/ml pendant 15 min. ) La phosphorylation d’eNOS Ser1179 a été analysée par western blot en utilisant des anticorps 
contre protéine eNOS phosphorylée (peNOS Ser1179) et le total Akt (Akt). Les immunoblots sont représentatifs de 2 
expériences indépendantes. 
 
 Ces résultats préliminaires semblent indiquer que l’apoA-I seule est capable de la 
même façon que les HDL, d’induire la phosphorylation de l’eNOS sur le Ser1179 et que cette 
phosphorylation est dépendante de l’activation de l’isoforme β des PI3K. Afin, d’approfondir 
l’implication de ces données, il serait intéressant de compléter l’étude avec l’utilisation de 
l’IF1, l’inhibiteur naturel de l’ecto-F1-ATPase. Ceci permettrait de déterminer si l’activation 
de cette voie est à l’origine de l’activation de la PI3Kβ et de l’eNOS en réponse à l’apoA-I 
dans les HUVEC. 
 Des travaux précédents ont montré des résultats contradictoires quant à l’implication 
de l’apoA-I seule dans la phosphorylation de l’eNOS. En effet, Mineo et Shaul ont montré 
que l’apoA-I était nécessaire mais pas suffisante pour induire l’activation de l’eNOS. De plus 
l’activation dépendante de l’apoA-I est dirigée par SR-BI et est similaire à celle induite par les 
HDL. Les auteurs ont donc conclu que l’activation de l’eNOS par SR-BI était le résultat de la 
liaison des HDL via l’apoA-I et pas de l’apoA-I seule [202]. Cependant, une étude menée par 
Zhang et al indique que le peptide mimétique D4-F de l’apoA-I est capable d’induire la 
prolifération, la migration et le recrutement des EPC via l’activation de la voie eNOS/NO 
[37].  
 Afin de répondre à la question dans notre modèle, on peut envisager de mesurer 
l’activité de l’eNOS dans les HUVEC en présence d’apoA-I libre et d’IF1 (inhibiteur de 
l’ecto-F1-ATPase) ou de TGX-221 (inhibiteur de l’isoforme β des PI3K). Cette mesure 
d’activité se ferait par le dosage de la conversion de la [3H]L-arginine en [3H]L-citrulline. On 
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peut aussi envisager une exprérience ex vivo de relaxation sur des segments d’artères de 
souris précontractés, avec de la phényléphrine, en présence d’apoA-I et d’IF1 ou de TGX-221. 
 Ces expériences permettraient d’approfondir nos connaissances sur les fonctions 
biologiques de l’ecto-F1-ATPase en réponse à l’apoA-I libre dans les cellules endothéliales. 
La détermination des effets déclenchés et des acteurs impliqués en aval de l’ecto-F1-ATPase 
permettrait d’établir de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles dans les traitements de 
l’athérosclérose pour améliorer la fonction endothéliale et/ou la cicatrisation artérielle. 
 
IV- PI3K et paroi vasculaire : PI3K de classe II  
 Nous avons vu à la fin du chapitre 2 que les PI3K de classe II sont impliquées dans la 
signalisation endothéliale [203]. Notamment, leur implication dans les mécanismes 
d’angiogénèse et de migration endothéliale en fait un sujet d’étude d’un intérêt tout 
particulier. La PI3K-C2α, par exemple, mérite toute notre attention, car elle est retrouvée en 
aval de la signalisation dépendante de la S1P associée aux HDL. De plus, elle a aussi été 
montrée comme agissant en complément de la PI3Kβ dans les cellules endothéliales pour 
induire la formation de structures tubulaires [185]. Cependant, les mécanismes d’action de la 
PI3K-C2α sont très différents de ceux de la PI3Kβ, ce qui expliquerait la complémentarité de 
ces isoformes de PI3K dans les processus de migration des cellules endothéliales. À la 
lumière de ces données, il apparaît très intéressant de tester l’activation des PI3K de classe II 
en aval de la liaison des HDL et de l’apoA-I sur leurs récepteurs tels que SR-BI et l’ecto-F1-
ATPase.  
 L’étude des fonctions biologiques des PI3K de classe II semble être très prometteuse 
dans la recherche de nouvelles cibles thérapeutiques pour préserver ou rétablir la fonction 
endothéliale. Comme nous l’avons décrit dans le chapitre 1, la fonction endothéliale est un 
élément important dans la prévention et le traitement de l’athérosclérose. Nous avons déjà vu 
l’importance de la voie PI3K/Akt dans les processus athéroprotecteurs liés aux HDL, mais pas 
seulement.  
 En conclusion, ces travaux ont permis, pour la première fois, de montrer l’implication 
de la voie PI3Kβ/Akt en aval de l’activation de l’ecto-F1-ATPase par l’apoA-I portée pr les 
HDL. De plus, cette étude a permis de mettre en évidence le rôle clé de la PI3Kβ dans la 
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prolifération des cellules endothéliales. Une meilleure compréhension de la mécanistique et 
des effets biologiques de cette voie de signalisation permettrait de mieux cerner son 
implication dans les effets athéroprotecteurs de l’apoA-I et de déterminer de nouvelles cibles 
thérapeutiques. De plus, des inhibiteurs de la PI3Kβ sont utilisés pour diminuer l’agrégation 
plaquettaire. Il apparait ainsi essentiel de mieux connaitre les voies de signalisations 
impliquant cette kinase dans les différents types cellulaires afin d’identifier les effets 
secondaires probable de ces inhibiteurs.  
Au-delà de cette voie de signalisation, l’étude de nouveaux facteurs comme les PI3K 
de classe II dans la signalisation des HDL, élargirait les connaissances de leurs effets. Ceci, à 
terme, les désignerait peut-être comme nouvelles cibles thérapeutiques pour prévenir 
l’athérosclérose ou en favoriser les traitements.  
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 Abstract 
 
apoA-I induced mechanism for endothelial protection: 
Identification of a new signalization pathway involving the PI3K beta 
downstream the ecto-F1-ATPase 
 
High Density Lipoproteins (HDL) are known to have beneficial functions on the 
arterial wall, such as endothelial cell proliferation and survival, through activation of the 
PI3K/Akt signaling pathway. ApoA-I, the main structural apolipoprotein of HDL, was 
previously reported to bind to ecto-F1-ATPase, an enzymatic complex related to the 
mitochondrial ATP synthase and expressed at the cell surface of different cell types such as 
hepatocytes or endothelial cells. ApoA-I binding to ecto-F1-ATPase activates extracellular 
ATP hydrolysis into ADP, which promotes endothelial cell survival. In this study, we aimed 
to investigate the signaling pathway involved downstream ecto-F1-ATPase activation by 
apoA-I and leading to endothelial cell proliferation. We first observed that both HDL and 
lipid-free apoA-I could induce Akt phosphorylation in endothelial cells (HUVEC). Inhibitors 
of F1-ATPase activity such as inhibitor factor 1 (IF1) or oligomycin, could specifically inhibit 
apoA-I-induced Akt phosphorylation, suggesting that this Akt signaling pathway strictly 
depend on ecto-F1-ATPase activation by apoA-I. The use of specific inhibitors and silencing 
of PI3K isoforms evidenced the β isoform of PI3K (PI3Kβ) as the major signaling molecule 
mediating Akt phosphorylation and cell proliferation in apoA-I- and HDL-stimulated 
endothelial cells. 
Altogether, these results demonstrate that PI3Kβ plays a major role in endothelial cell 
proliferation downstream ecto-F1-ATPase activation by apoA-I and suggest that activation of 
these pathway could enhance vascular endothelial protection. 
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Mécanismes de protection endothéliale induit par l’apoA-I :  
Identification d'une nouvelle voie de signalisation impliquant la PI3K beta 
en aval de l'ecto-F1-ATPase 
 
Des taux élevés de Lipoprotéines de Haute Densité (HDL) sont considérés comme protecteurs 
dans les pathologies cardiovasculaires et présentent un intérêt thérapeutique évident dans la prévention 
de la resténose, complication majeure des traitements de l’athérosclérose. En effet, en plus de leurs 
effets sur le métabolisme du cholestérol, ces lipoprotéines semblent jouer un rôle bénéfique important 
sur la paroi vasculaire. Ces effets peuvent être expliqués d’une part par l’effet anti-inflammatoire des 
HDL mais également par un effet direct de ces lipoprotéines sur l’endothélium. En effet, il a été 
montré que les HDL étaient capables de faire proliférer et migrer les cellules endothéliales et de les 
protéger contre l’apoptose. 
Toutefois les mécanismes moléculaires mis en jeu dans ces processus restent mal connus à 
l’heure actuelle. Une partie semble pouvoir être attribuée à la partie lipidique des HDL, capable 
d’activer les voies de signalisation PI3K/Akt.  Toutefois, d’autres études ont montré que la partie 
protéique des HDL était capable de mimer ces effets, suggérant l’implication d’autres mécanismes 
moléculaires.  
Notre équipe s’intéresse depuis plusieurs années au complexe enzymatique membranaire F1-
ATPase, capable de générer de l’ADP à la surface cellulaire, comme récepteur de haute affinité pour 
l’apolipoprotéine A-I (apoA-I), composante protéique majeure des HDL. Nous avons récemment pu 
montrer que ce complexe était capable d’induire la prolifération et la survie des cellules endothéliales 
en culture.  
Dans ce travail, nous nous sommes attachés à déterminer les voies de signalisation impliquées 
dans la prolifération des cellules endothéliales, induite par l’activation de l’ecto-F1-ATPase par 
l’apoA-I libre. 
Mon projet de thèse a permis de déterminer, in vitro, la voie de signalisation mise en jeu dans la 
prolifération des cellules endothéliales (HUVEC). Ainsi, mes travaux ont permis d'identifier que 
l'apoA-I purifiée est capable, de la même manière que les HDL, de stimuler la voie PI3K/Akt. En 
utilisant un inhibiteur naturel de la F1-ATPase, nous avons pu montrer que cette voie est totalement 
dépendante de la F1-ATPase. D'autre part, nos travaux ont révélé un rôle clé de l'isoforme beta des 
PI3K dans cette voie de signalisation conduisant à la prolifération des cellules endothéliales. 
L’ensemble de ces données devrait permettre, non seulement de mieux comprendre les 
mécanismes moléculaires mis en jeu lors de la cicatrisation artérielle, mais également de proposer de 
nouvelles cibles thérapeutiques dans la prévention de l’athérosclérose et de la resténose.  
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